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Page 12, lines 12-31. 

A major envelope glycoprotein with a molecular weight of about 130-140 Kd is 
continually observed: this glycoprotein is hereafter designated by the term gpl40. It should be 
noted that, in general, molecular weights are evaluated with an accuracy of plus or minus 5%, 
this accuracy capable of being a little lower for high molecular weight antigens, as was shown 
for gpl40 (molecular weight of 140Kd ± 10%). Antigens of this group are little recognized, or 
not all (when marked by ^^S-cysteine), by patient sera that contain anti-HIV-1 antibodies in 
detection systems used at laboratories, or by employing tests that use HIV-1 lysates, like those 
marketed by Diagnostics Pasteur under the trademark "Elavia". Only protein p26 was weakly 
immunoprecipitated by such sera. The envelope protein was not. Serum of a patient infected by 
the new virus (HIV-2) weakly recognizes a protein p34 of HIV-1. In the detection system used, 
the other proteins of HIV-1 were not recognized. 

Page 47, line 12 - page 48, line 33. 

By and large, in addition to the HIV-2 virus and its variants, the invention concerns any 
equivalent virus infectious in humans that has immunological characteristics proper to HIV-2. In 
general, the invention concerns any virus that, in addition to the properties of the HIV-2 virus 
deposited at the CNCM, moreover has the following characteristics. 

The preferential target of the HIV-2 retrovirus is constituted by human Leu 3 cells (or 
lymphocytes T4) and [for] (sic.) immortalized cells derived from these lymphocytes T4, for 
example the cells of the HUT-78 lines studied within the scope of this application. In other 
words, it has a specific tropism for these cells. It can be cultivated in permanent lines of type 
HUT, CEM, MOLT or the like expressing protein T4. It is not infectious for T8 lymphocytes. It 
is cytotoxic for human T4 lymphocytes. The cytopathic character of HIV-2 viruses with respect 
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to the T4 lymphocytes exhibits itself notably by the appearance of multinuclei cells. It has an 
inverse transcriptase activity requiring the presence of Mg^"^ ions and having a strong affinity for 
poly(adenylate-oligodeoxythymidylase) (poly(A)-oligo(dT) 12-18). It has a density of about 1.16 
on a sucrose scale. It has a mean diameter of 140 nanometers and a nucleus with a mean 
diameter of 41 nanometers. Lysates of this virus contain a p26 protein that does not cross 
immunologically with the p24 protein of the HTLV-1 virus or of the HTLV-II virus. These p26 
proteins thus have a molecular weight a little higher (about 1,000) than the corresponding p25 of 
the HIV-1 and a little lower (again, about 1,000) than the corresponding p27 of the SIV. The 
HIV-2 lysates contain an additional pi 6 protein not immunologically recognized by the pi 9 
protein of HTLV-1 or of HTLV-II in RIP A radioimmunoprecipitation assays (abbreviation of the 
English expression "radioimmunoprecipitation assay"). They further contain an envelope 
glycoprotein with a molecular weight of about 130,000-140,000 that does not cross 
immunologically with the gpl 10 of HIV-1 but that, by contrast, crosses immunologically with 
the gpl 40 envelope glycoprotein of STLV-III. These lysates contain further proteins or 
glycoproteins that can be marked by ^^S-cysteine, having molecular weights, respectively, of 
about 36,000 and 42,000-45,000. The genomic RNA of HrV-2 does not hybridize with the 
genomic RNA of HIV-1 in stringent conditions. In non-stringent conditions, neither does it 
hybridize with the nucleotide sequence derived from HIV-1 and containing the gene env and the 
LTR adjoining it. In particular, it does not hybridize with the nucleotide sequence 5290-9130 of 
HIV-1, nor with sequences of the pol regions of the HIV-1 genome, in particular the nucleotide 
sequence 2170-2240. In non-stringent conditions, it hybridizes slightly with nucleotide 
sequences of the region of HIV-1, especially nucleotide sequences 990-1070 and 990-1260. 

Page 52, lines 6-25. 

In the same way, the invention concerns sera that can be produced in animals by 
inoculating same with HIV-2. The invention thus concerns more particularly the polyclonal 
antibodies more specifically oriented against each of the antigens, especially proteins or 
glycoproteins of the virus. It also concerns monoclonal antibodies producible by established 
techniques, these monoclonal antibodies being respectively oriented, more specifically, against 
the different proteins of the HIV-2. 
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These polyclonal or monoclonal antibodies are usable in different applications. As a 
general example, we note their use to neutralize corresponding proteins, namely to inhibit the 
infectivity of the whole virus. They can also be used, for example, to highlight viral antigens in 
biological preparations or to implement operations to purify corresponding proteins and/or 
glycoproteins by, for example, being used in affinity chromatography columns. 
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(57) Abstract 

New variety of retroviruses, designated by HIV-2, of which samples have been deposited at ECACC under the num- 
bers 87.01.1001 and 87.01.1002 and at NCIB under the numbers 12J98 and 12.399. The invention also relates to the anti- 
gens siisceptible of being obtained from said virus, in particular from the proteins pl2, pl6, p26 and gp 140. These differ- 
ent antigens are applicable to the diagnosis of the disease, particularly by contact with a serum of the patient on whom the 
diagnosis is to be carried out It also relates to inununogenic compositions containing more particularly the glycoprotein 
spl40. Hnally, it relates to nucleotidic sequences useable particularly as hybridization probes derived from the RNA of 
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(57) Abreg6 

Nouvelle variety de retrovirus, d6nomm6s HIV-2, dont des echantillons ont 6te depos^ k I'ECACC sous les nume- 
ros 87.01.1001 et 87.01.1002 et ^ la NCIB sous les numeros 12.398 et 12.399. Elle conceme aussi les antigenes susceptibies 
d'etre obtenus i partir de ce virus, en particulier des proteines pl2, pl6, p26 et gpl40. Ces diff&rents antigenes sont appli- 
cables au diagnostic de la maladie, notamment par mise en contact avec un s6rum du malade chez lequel le diagnostic doit 
etre effectue. Elle conceme des compositions immunogdnes contenant plus particuliSrement la glycoprot6ine spl40. Elle 
conceme enfin des sequences nucl6otidiques, utilisables notamment en tant que sondes d'hybridation, d6riv6es de TARN 
de HIV-2, 
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R^l^gQVArU g <au tVPQ HIV-2 susceptible de orovoauer le SIDA. 
ffes COnstituants antiaeniaues et n ucleiaues. 

L* invention est relative a une nouvelle classe de 
5 virus, ayant la capacite de provoquer des lyraphadenopa- 
thies susceptibles d'etre relay^es ensuite par le syndrome 
d'immuno-deficence acquise (SIDA) chez I'homme. L' inven- 
tion concerne 6galement des antigSnes susceptibles d'^re 
reconnus par des anticorps induits chez I'homme par cette 
nouvelle classe de virus. Elle concerne egalement les an- 
ticorps induits par des antigdnes obtenus 4 partir de ces 
virus , 

Cette invention concerne, en outre, des sequences 
d'ADN clone soit presentant une analogie de sequence, soit 

^5 une complementarite avec I'ARN g6nomique du virus pr^cite. 
Elle concerne aussi des precedes de preparation de ces 
sequences d'ADN clone, 

L* invention est 6galement relative 4 des polypep- 
tides contenant des sequences d * amino-acides codees par 

2Q les sequences d'ADN clon6. 

De plus, 1' invention concerne des applications de 
ces antig^nes au diagnostic in vitro chez I'homme de po- 
tentialitfis de certaines formes du SIDA et, en ce qui con- 
cerne certains d'entre eux, a la production de composi- 

25 tions immunogSnes et de compositions vaccinantes contre ce 
retrovirus. De m&me 1' invention concerne les applications 
aux m^mes fins des susdits anticorps et, pour certains 
d'entre eux, leur application A la production de principes 
actifs de medicaments contre ces SIDAS humains. 

30 L' invention concerne enfin 1 ' application des se- 

quences d'ADN clon6 et de polypeptides obtenus k partir de 
ces sequences comme sondes dans des kits de diagnostic. 

L'isolement et la caract6risation d'un premier 
retrovirus, d^nomme LAV, dont avait 6t§ reconnue la 

35 responsabilite dans le d6veloppement du SIDA, a fait 
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1' Ob jet d'une description dans un article de F. BARRE- 
SINOUSSI et al d^s 1983 (Science, vol. 220, n' 45-99, 20, 
p. 868-871. L'application au diagnostic de la presence 
d'anticorps centre le virus de certains extraits de ce, 
dernier, et plus particuliSrement de certaines de ses 
prot6ines, a 6t6 plus sp^cialement d^crite dans la demande 
de brevet europ^en n* 138.667. Depuis, d'autres souches 
similaires et des variants du LAV ont 6t6 isol6s. On 
rappellera pour m6moire ceux connus sous les designations 

HTLV-III et ARV. 

En application des nouvelles rdgles de nomencla- 
ture publi6es dans Nature, en mai 1986, les retrovirus 
susceptibles d'induire chez I'hoimoe les susdites lympha- 
denopaties et le SIDA, seront d6sign6s globalement par 
-HIV, abr Aviation de 1' expression anglaise "Human im- 
munodeficiency Virus- (ou virus d ' immunod^f icience humai- 
ne). Le sous-ensemble des retrovirus formes par LAV et de 
ces variants a initialement et6 designe par les expres- 
sions "LAV type I" ou "LAV-I". Le m^me sous-ensemble sera 
designe ci-aprSs par la designation HIV-1 , etant entendu 
que 1' expression LAV sera encore conservee pour designer 
celle parmi les souches de retrovirus (notamment LAAV, 
IDAV-1 et IDAV-2) appartenant i la classe des virus HIV-1 
decrite dans la susdite demande de brevet europeen 
138.667, qui a ete utilisee dans les essais comparatifs 
decrits plus loin, a savoir LAVg^jj, qui a ete deposee 4 la 
Collection des Cultures Nationales de Microorganismes 
(CNCM) de I'Institut Pasteur de Paris, France, le 15 
Juillet 1983, sous le n* 1-232. 

Le nouveau retrovirus faisant I'objet du present 
brevet et les souches de virus qui en sont proches et qui, 
comme lui sont susceptibles de se multiplier dans des 
lymphocytes humains, anterieurement appel6es "LAV type II" 
ou "LAV II" sont desormais appeiees "HIV-2", etant entendu 
que les designations de certains isolats de HIV-2 decrits 
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plus loin seront suivies des trois lettres faisant 
r6f6rence aux malades a partir desquels ils ont 6t6 iso- 
les. 

On peut d§£inir 1* ensemble "HIV-2" comme un en- 
semble de virus ayant in vitro un tropisme pour des lym- 
phocytes T4 humains, et qui ont un effet cytopathogene ^ 
I'egard de ces lymphocytes, lorsqu'ils s*y multiplient, 
pour alors causer soit des poly-adenopathies genSralisees 
et persistantes , soit un SIDA. Las retrovirus HIV-2 se 
sont r6v§16s distincts des virus de type HIV-1 dans les 
conditions Svoqu^es plus loin. Comme ces derniers, ils 
sont distincts des autres retrovirus humains dSjA connus 
(HTLV-I et HTLV-II). 

Bien qu'il y ait une assez grande variability ge- 
netique du virus, les diffSrentes souches HIV-1 isolSes ii 
ce jour, d partir des malades americains, europeens, ha£- 
tiens et af ricains ont en commun des sites antig^niques 
conserves sur leurs principales proteines : proteine du 
noyau (core) p25 et glycoproteine d'enveloppe gp110 et 
proteine transmembranaire gp41-43. Cette parents permet 
par exemple la souche prototype LAV d*etre utilisSe 
comme souche d'antigdnes pour la detection d*anticorps 
centre tous les virus de la classe HIV-1, chez toutes les 
personnes qui les portent, quelle que soit leur origine. 
Cette souche est done utilisSe actuellement pour la 
detection d'anticorps anti-HIV-1 chez les donneurs de sang 
et les malades par les techniques d* immunofluorescence, 
notamment par les techniques dites ELISA, 'Western Blot" 
(ou immuno-empreintes) et *'RIPA*' abreviation anglaise de 
"Radio Immunoprecipitation Assay" (test de radio-immuno- 
precipitation) . 

Cependant dans une etude serologique ef fectuee 
avec un lysat de HIV-1 sur des malades originaires de 
I'Afrique de 1* Quest, il a ete observe que certains 
d'entre eux donnaient des reactions sSro-negatives ou trds 
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faiblement positives, alors qu'ils presentaient les signes 
cliniques et: immunologiques du SIDA. 

C'est 4 partir des lymphocytes mis en culture de 
I'un de ces malades, que I'on a isole un premier r^tro- 
5 virus HIV-2, dont la structure en microscopie electronique 
et le profil des prot6ines en gel d ' 61ectrophordse SDS ont 
une similitude avec ceux de HIV-1 . Mais ce nouveau retro- 
virus HIV-2 ne prSsente globalement qu'une faible parente 
avec HIV-1, tant du point de vue de I'homologie antigeni- 
que de ses prot^ines c[ue de I'homologie de son materiel 
gen^tique . 

Ce nouveau retrovirus ou des retrovirus ayant des 
propridt6s antig6niques et immunologiques equivalentes , 
peuvent done constituer des sources d'antigdnes pour le 

^5 diagnostic de 1' infection par ce virus et des variants qui 
induisent un SIDA, du type de celui que l*on avait observe 
pour les premieres £ois che2 des malades africains ou des 
personnes ayant sSjourne en Afrique. 

Le premier isolement de ce virus a ete realise A 

20 partir du sang, pr61ev6 sous heparine, d'un malade de 28 
ans, heterosexuel , qui n' avait jamais 6te transfuse et qui 
n'etait pas toxicomane. II prSsentait depuis 1983 une 
importante diarrhSe chronique, un amaigrissement important 
(17 kg) avec de la fiSvre par intermittence . Plus recem- 

25 ment il avait pr^sente des infections k Candida et 
Serratia, dont une candidose oesophagienne, typique du 
SIDA. 

Ce patient presentait Sgalement une anSmie, une 
anergie cutanSe, une lymphopdnie, un rapport lymphocytes 

30 T4/ lymphocytes T8 de 0,15^ avec un taux en lymphocytes T4 
inferieur k 100 par mm"^ de s^rum, Ses lymphocytes en 
culture ne r^pondaient pas k la stimulation par la phyto- 
hdmoglutinine et la concanavaline A. On a Sgalement 
diagnostique chez ce malade des bacteriSmies rScurrentes 

35 dues k enteridltia. des cryptosporidioses , des 
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infections dues 4 I^q^vqx^ belli et des toxoplasmoses 
c6r6brales. 

L ' ensemble de ces signes t6moignait des symptJxaes 
"complexes li6s au SIDA" ou "ARC (abreviation anglaise de 
g "AIDS Related Complex"), du type de ceux caus6s par le vi- 
rus HIV-1. Ces differentes observations etaient 6galement 
conformes aux crit^res apliqu6s par le Centre de Contrble 
des Maladies (Center of Disease Control ou CDC) d* Atlanta, 
Etats-Unis . 

^0 mise en culture des lymphocytes de ces malades 

et I'isoiement du retrovirus ont 6t6 effectu6s selon la 
technique dejd d6crite pour I'isoiement du HIV-1 (1) dans 
1' article de BARRE-SINOUSSI et Coll. et la demande de 
brevet europ^en n* 84 401834/0 138 667. On les rappelle 
briSvement ci-apres. Des lymphocytes stimulus pendant 3 
jours par de la phytoh6magglutinine (PHA) ont ete cultives 
en milieu de culture RPMI- 16-40 additionn6 de 10 ^ de 
s6rum de veau foetal et de 10" p-mercapto6thanol , 
d'interleukine-2 et de serum anti-interf 6ron a humain. 

20 production de virus a 6te suivie par son acti- 

vite transcriptase inverse. Dans le surnageant de culture, 
le pic d' activity virale est apparu entre le 14dme et le 
22Sme jour, puis a diminu6. Le d6clin et la mort de la 
culture cellulaire ont suivi. Comme avec le HIV-1, des 

25 coupes de lymphocytes infectes par HIV-2 rfivSlent en 
microscopie 61ectronique des virions parvenus maturite 
et des particules virales bourgeonnant i la surface des 
cellules infect6es. Les lignees cellulaires utilis6es pour 
r6aliser les * cultures de ces virus isol6s peuvent fetre 

3Q selon les cas, les lignees cellulaires du type HUT, CEM, 
MOLT ou de toute lign6e lymphocytaire immortalisfie portant 
dds rScepteurs T4. 

Le virus a ensuite 6t6 propag6 sur des cultures de 
lymphocytes de donneurs de sang, puis sur des lignees con- 

35 tinues d'origine leuc6mique, telles que HUT 78. II a 6t6 
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caractdrise comme §tant sensiblement distinct du HIV-I par 
ses antigSnes et son acide nucl^ique, Le virus a ete pu- 
rifie comme d6crit dans les documents ant^rieurs d6jd men- 
tionnes. On premier isolat de ce virus a 6te d§pos6 a la 
5 C.N. CM. le 19 decembre 1985, sous le n* 1-502, Xl a 6tS 
designe posterieurement sous le nom LAV-II MIR. Un second 
isolat a 6t6 d6pos6 a la C.N.C.M le 21 fevrier 1986 sous 
le n* 1-532. Ce second isolat a pour nom de reference LAV-- 
II ROD. II sera quelquefois fait simplement reference plus 
loin, a MIR ou d ROD. 

D'une fa^on gen<§rale 1' invention concerne tout 
variant des virus precedents ou tout virus equivalent (par 
exemple tel que HIV-2 IRMO et HIV-2 EHO deposes 4 la CNCM 
le 19 Decembre 1986 sous les num^ros 1-642 et 1-643 res- 
pectivement) contenant des proteines de structure qui 
prSsentent les mSmes propri6t§s immunologiques que celles 
des virus HIV-2 d6pos6s 4 la CNCM sous les numeros 1-502 r 
ou 1-532. II sera encore revenu plus loin sur les defini- 
tions critdres d' Equivalence. 
2Q L' invention concerne encore un procede de pro- 

duction du virus HIV-2 ou de variants de celui-ci dans les 
lign^es cellulaires permanentes dSrivees de lymphocytes 
T4, ou portant le phenotype T4, ce proc6de consistant 4 
cultiver ces lignees pr6alablement infectees avec le virus 

25 HIV-2, et notamment lorsque le niveau d'activite de la 

transcriptase inverse (ou reverse-transcriptase) a atteint 
un seuil determine, k recup6rer les quantites de virus 
lib^rSes dans le milieu de culture. 

Une lignee permanente pr6f er6e en vue de la 

2Q culture de HIV-2 est, par exemple, du type cellules HUT 

78. Une lign6e de HUT 78, infectSe par HIV-2, a §t6 
d6pos6e le 6 fevrier 1986 k la CNCM sous le n* 1-519. La 
culture est, par exemple, realisSe comme suit : 

Les cellules HUT 78 (10^/ml) sont mises en cocul- 

35 tures avec des lymphocytes hiuaains normaux infectSs 
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(lO^/ml). Le milieu de culture est du RPMI 1640 avec 10% 
de serum de veau foetal. Au bout de 15 & 21 jours, on 
observe un effet cytopathogSne des cellules HOT 78. On 
dose la reverse transcriptase une semaine aprds cette ob- 
servation, dans le surnageant de culture. On peut alors 
commencer A r^cup6rer le virus a partir de ce surnageant. 

Une autre lign6e pr6f6r6e pour la culture appar- 
tient aux lignees des cellules connues sous la designation 
CEM. 

L' infection, puis la culture des cellules CEM in- 
fectees peuvent notamment Stre rSalisSes comme suit. 

On precede a la coculture de lymphocytes T4 prea- 
lablement infectis avec le virus HIV- II et de cellules non 
infectSes de la lignee CEM pendant le temps necessaire i 
1* infection des CEM. On pour suit d'ailleurs ensuite les 
conditions de culture dans un milieu appropriS, par 
exemple celui d6crit ci-aprds et, lorsque 1' activity 
transcriptase inverse des cellules inf ectSes a atteint un 
niveau suffisant, on r6cupSre le virus produit d partir du 
milieu de culture. 

On a notamment rSalisS une co-culture dans les 
conditions pr6cis6es ci-apres de lymphocytes T4 humains 
qui avaient 6te infectSs cinq jours auparavant avec une 
souche de virus HIV-II provenant d'un patient designe 
ci-apr6s "ROD", d'une part, et de CEM, d 'autre part. 

Les lymphocytes T4 infectes, prSalablement activ6s 
par la phy tohemaglutinine , se sont r6v§16s poss6der une 
activitS de transcriptase inverse de 5 000 cpm/10^ 
lymphocytes T normaux trois jours apr^s le d§but de 
1' infection. La culture a 6te pour sui vie jusqu'& ce que 
1* activity transcriptase inverse mesur^e ait atteint 
100 000 cpm dans le surnageant. Ces lymphocytes T4 ont 
alors 6te mis en contact avec les cellules CEM (3.10^ 
lymphocytes T normaux infectfis) et incub6es dans le milieu 
de culture suivant : RPMI 1640 contenant 2,92 mg/ml de L 
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glutamine, 10 % de seriim de veaux foetal d^complemente, 
2 pg/ml de polybrene, 0,05 % de serum anti-interf6ron- 
alpha, 100 000 M^/ml de penicilline, 10 pg/ml de strep- 
-bomyclne ei: 10 000 \ig/ml de nSomycine. 
2 Le milieu de culture est change dexix fois par 

semaine. 

Les mesures d* activity transcriptase inverse 
mesuree dans le surnageant ont ^t& les suivantes : 

- au jour 0 : 1 000 (bruit de fond) 

- au jour 15 : 20 000 
_ au jour 21 : 200 000 

- au jour 35 : 1 000 000 

Une culture OEM infect^e par le virus H1V*2 a 
6te dSposSe k la Collection Nationale de Culture de 
Micro-organismes de I'Institut Pasteur CC.N.C.M) sous le 
n* 1-537 le 24 mars 1986. 

Quelques caract^ristiques des antigenes et des 
acides nuclSiques, entrant dans la constitution de 
HIV-2, resultent des essais realises dans les conditions 
2Q indiquSes ci-apres. Elles seront souvent mieux apprS- 
ciees par comparaison avec des caractSristiques du m%me 
type se rapportant i d'autres types de retrovirus, no- 
tamment HIV-1 et SIV. 

II sera fait reference dans ce qui suit aux 
22 dessins dans lesquels : 

- les figures la, lb et 1c se rapportent A des essais 
d ' immunoprScipitation croisSe entre des s6rums 
respectivement de patients infectSs par HIV-1 et HIV-2, 
et de macaques rh6sus infect§s avec STLV-III, d'une 

3Q part, et des extraits viraux de HIV-1, d' autre part ; 

- les figures 2a et 2b pr^sentent des rSsultats compara- 
tifs quant aux mobilitSs 61ectrophor6tiques des pro- 
t6ines de HIV-1, HIV-2 et STLV-III respectivement, dans 
des gels de polyacrylamide-SDS ; 

35 - la figure 3 prSsente des rSsultats d • hybridation 
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crois6e entre des sequences genomiques de HIV-1, HIV-2 
et STLV-III, d'une part, et des sondes contenant 
diff6rentes sequences subg^nomiques du virus HIV-1, 
d* autre part, 

- la figure 4 est une carte de restriction de I'ADNc d6- 
riv6 de I'ARN de HIV-2 ROD ; 

- la figure 5 est une carte de restriction d'un fragment 
E2 de 1' ADNc deriv6 de HIV-2, ce fragment contenant une 
region correspondant k la region LTR 3 ' de HIV-2 ; 

- la figure 6 est la sequence nucl6otidique d'une partie 
de E2, cette sequence correspondant k la region 03 /R de 
HIV-2 ; 

- la figure 7 fait apparaitre : 

- d'une part et sch6matiquement, des Elements 
de structure de HIV-1 (figure 5A) et, alignee 
avec une region contenant le LTR 3 ' de HIV- 1 , 
la sequence d6riv6e de la region E2 de I'ADNc 
de HIV-2 ^t, 

- d' autre part, les mises en alignement au 
prix d'un certain nombre de d616tions et 
d' insertions, des nucleotides communs, 
contenus respectivement dans la sequence 
d6riv6e de la region E2 de HIV-2, et dans la 
sequence correspondante de HIV-1 (fig. 5 B) 

la figure 8 montre schSmatiquement les structures de 
plusieurs clones d'un phage X modifie par divers in- 
sSrats issus de I'ADNc derive d' HIV-2 (clones R0D4, 
R0D27 et ROD35) ; on y a 6galement repr6sent& schSmati- 
quement des sequences deriv6es & leur tour de R0D4, 
ROD27 et ROD35, sous-clon^es dans un plasmide pvc 18, 
ces derniSres sequences Stant placSes en correspondence 
avec les r6gions de R0D4, ROD27 et ROD35 dont elles sont 
respectivement issues. 

- la figure 9 fait apparaitre les intensitSs relatives 
d * hybridation entre 
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a/ onze fragments prelev^s k partir de diffS- 
rentes regions du genome complet de HIV-1 (sch6matique- 
ment repr6sent6s dans la partie infSrieure de la figure 
d*une partr et I'ADNc de HIV-2, contenu dans R0D4, 
d* autre part, et 

b/ des fragments issus de HIV-II avec le meme 

ADNc. 

D'une fagon generale, les antigenes de HIV-2 
utilises dans les tests comparatifs dont la description 
suit sont issus de la souche de HIV-2 MIR deposSe d la 
C.N. CM. sous le n* 1-502, et les sequences d'ADN 
dSrivSs de I'ADN g^nomique de HIV-2 sont issus de la 
souche HIV-2 ROD dSposee a la C.N. CM. sous le n* 1-532. 

I - ANTIGENES, NOTAMMENT PROTEINES ET 

<?LyCQPRQTEIHEg 

Le virus initialement cultiv6 dans HUT 78 a 

3 5 

6t6 marqu6 metaboliqueinent par la S- cysteine et la 

^ ^S-methionine, les cellules infect 6es 6tant incubees en 

presence de ces acides euainSs radioactif s en milieu de 

culture depourvu de I'acide amin§ non marque corres- 

pondant, pour une pSriode de 14 d 16 heures, en parti- 

culier selon la technique decrite dans 1* article reper- 

toriS en (21) dans la bibliographie presentee k la fin 

de la description, pour ce qui est du marquage k la 
3 5 

5- cysteine. Le surnageant est ensuite clarifiS, puis 
le virus ultracentrifugS une heure d 100 000 g sur un 
coussin de 20 % de saccharose. Les principaux antigSnes 
du virus sont sSparSs par Slectrophordse dans un gel de 
polyacrylamide (12,5 \) , dans des conditions denaturan- 
tes (SDS) ou dans un gel de polyacrylamide (10 \) 4- bis- 
acrylamide (0,13 \) avec SDS (0,1 \ en concentration 
finale) . On utilise comme poids mol6culaire de r6f France 
les marqueurs color 6s suivants 
BRL : 

myosine : 200 Kd 
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phosphoxylase B : 


97, 


4 


Kd 


BSA : 


68 




Kd 


ovalbumine : 


43 




Kd 


a chymotrypsine : 


25, 


7 


Kd 


0 lactoglobuline : 


18, 


4 


Kd 


lysozyme : 


14, 


3 


Kd 


D ' autres marqueurs 


de poids i 



Utilises dans d'autres essais. II est en particulier fait 
r6f6rence aux figures 1a, 1b et 1c qui renvoient k d'au- 
tres marqueurs de poids molSculaires connus (sous la let- 
tre M, dans ces figures). Les antigSnes sont encore mieux 
distingues aprSs immunoprScipitation (RlPA) ou par 
inmunoempreintes (Western blot) en utilisant les anticorps 
presents dans le s6rum du malade : leurs poids mol6cu- 

^5 laires apparents determines par leurs migrations appa- 
rentes sont trSs proches de ceux des antigdnes du HIV-1. 

D'une fagon g6n6rale il est precis6 que dans ce 
qui suit les nombres qui suivaient les indications "p* 
et/ou "gp" correspondent aux poids mol6culaires approxi- 

20 matifs des prot6ines et/ou glycoprotSines correspondantes 
divis6s par 1000. Par exemple la p36 a un poids molecu- 
laire de I'ordre de 36 000. II est cependant entendu que 
ces valeurs de poids mol6culaires peuvent varier dans un 
intervene pouvant atteindre 5\, voire 10\ ou m^me plus, 

25 selon les techniques utilis^es pour les determinations de 
ces poids molSculaires . 

La repetition des essais a permis de mieux cerner 
les poids moieculaires apparents des antigSnes de HIV-2. 
Ainsi on a constate que les poids moieculaires des trois 

3Q proteines du noyau (core), auxquelles on avait initiale- 
ment attribue des poids moieculaires de I'ordre de 13.000, 
18.000 et 25.000 respectivement, avaient en fait des poids 
moieculaires apparents plus proches des valeurs suivan- 
tes : 12.000, 16.000 et 26.000, respectivement. Ces pro- 

35 teines sont ci-apres respectivement designees par les 
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abr Aviations p12r p16 et p26. 

De m4me 1 ' existence de baxxdes proteine ou glyco- 
prot^ine dont les poids moleculaires apparents ont 6te 
appreciSs A des valeurs qui pouvaient s* Stager de 32.000 a 
42.000-45.000. La rSp^tition des mesures a finalement 
peannis de pxeciser une bande correspondant k un poids 
mol6culaire apparent de 36.000. Dans ce qui suit, cette 
bande est designee par 1 ' abrSviation p36. Une autre bande 
i 42.000-45.000 (p42) est constamment observ6e aussi. 
L'une ou 1' autre des p36 pu p42 constitue vraisemblable- 
ment une glycoproteine transmembranaire du virus . 

Une glycoproteine majeure d'enveloppe ay ant un 
poids molSculaire de l*ordre de 130-140 Kd est constamiaent 
observee : cette glycoproteine est ci-aprSs designee par 
1* expression gp140. II convient de noter que, d'une fa^on 
gSnerale, les poids moleculaires sont appreciSs avec une 
precision de plus ou moins 5 %r cette precision pouvant 
m^me devenir un peu moindre pour les antigenes de haut 
poids zQol6culaire, comme on l*a constat^ pour la gp140 
(poids molSculaire de 140 Kd ± 10 %) . L'ensemble de ces 
antigSnes sont peu ou pas reconnus (lorsqu'ils sont 
marqu6s par la ^^S-cyst6ine) par des s6rums de malades 
contenant des anticorps anti-HIV-1 dans les systemes de 
detection utilises au laboratoire ou par utilisation des 
tests mettant en oeuvre des lysats de HIV-1, tels que ceux 
commercialises par DIAGNOSTICS PASTEUR sous la marque 
"EIAVIA". Seule la protSine p26 a 6t6 faiblement immuno- 
precipit6e par de tels serums. La proteine d*enveloppe ne 
I'a pas §te. Le s6rum du malade infectS par le nouveau 
virus (HIV-2) reconna£t faiblement une proteine p34 du 
HIV-1, Dans le systdme de detection utilise, les autres 
proteines du HIV-1 n'ont pas &t& reconnues. 

En revanche le HIV-2 possdde certaines proteines 
presentant une certaine parents immunologique avec des 
proteines ou glycoproteines structurales semblables. 
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sSparables dans des conditions analogues, d partir d'lin 
retrovirus recemment isol6 k partir de singes macaques 
rhesus captifs, de I'espSce den macaques rhesus, alors que 
cette parents immunologique tend k s'ef facer pour d'autres 
proteines ou glycoproteines • Ce dernier retrovirus, qui 
est presxime Stre 1* agent 6tiologique de SIDAs chez les 
singes, a ete dSsigne par les chercheurs qui I'ont isole 
(references bibliographiques (16-18) ci-apres) sous 1* ap- 
pellation "STLV-III^^- . Pour la commodity du langage, il 
ne sera plus design^ dans ce qui suit que par 1 ' expression 
••STLV-III** (ou encore par 1' expression SIV, abreviation 
anglaise de "Simian Immunodeficiency Virus" (virus d*im- 
munodeficience du singe}). 

Un autre retrovirus, designe "STLV-III^^ • , (ou 
15 ^^^AGM^ ^ isoie Chez des singes verts sauvages. Mais, 
contrairement au virus present chez le singe macaque 
rhesus, la presence de "STLV-III^^" ne semble pas induire 
une maladie du type SIDA chez le singe vert d'Afrique. 

Toutefois, la parente immiuologique des proteines 
et des glycoproteines structurales, et par consequent la 
parente de leurs sequences nucieiques, de HIV-II d'une 

part,et des retrovirus STLV-III ^ et STLV-lin^ d' autre 

mac AGM 

part, reste limitee. Des experiences ont permis d*etablir 
une premiere distinction entre les retrovirus capables 
d'infecter I'homme ou le singe, il en ressort ceci : 

- le virus HIV-II ne se nultiplie pas de fagon 
chronique dans les lymphocytes du singe macaque rhesus, 
lorsqu'il a ete injecte in vivo et dans des conditions 
operatoires permettant le developpement du virus 
3Q STLV-IIIj^^ telles qu'elles ont 6t6 decrites par N.L. 

Letvin et al, Science (1985)vol 230, 71-75. 

Cette apparente inaptitude de HIV-2 & se deve- 
lopper Chez le singe dans conditions naturelles, permet de 
differencier biologiquement le virus HIV-II d'une part, et 
3g les isolats du virus STLV-III, d'autre part. 



20 
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En mettant en oeuvre les m^mes techniques que 
celles rappel^es plus haut, il a 6te constate que I'on 
pouvait 6galement obtenir k partir de STLV-III : 

- une proteine principale du noyau p27, ayant un poids 
5 mol6culaire de I'ordre de 27 kilodaltons, 

- une glycoproteine majeure d'enveloppe, gp140, 

- une proteine vraisemblablement transmembranaire p32, qui 
n'est pas observSe en RIPA lorsque le virus a au prealable 
6t6 marquS par la S-cyst6ine, mais qui peut fetre ob- 

10 serv^e dans les essais d ' imsiunoempreintes (Western blots), 
sous forme de bandes larges. 

La glycoproteine majeure d'enveloppe de HIV-2 
s'est r^vSlee Stre plus proche immunologiquement de la 
glycoprotSine majeure d ' enveloppe de STLV-III que de la 

^5 glycoproteine majeure d'enveloppe de HIV-1. 

Ces constatations s'imposent non seulement au ni- 
veau des poids moliculaires : 130-140 kilodaltons pour les 
glycoproteines majeures de HIV-2 et de STLV-lli, centre 
environ 110 pour la glycoproteine majeure d'enveloppe de 

20 HIV-1, mais aussi au niveau des. proprietes immunologiques , 
puisque des scrums prSlev^s 4 partir de malades infectSs 
par HIV-2, et plus particuliSrement des anticorps formes 
centre la gp140 de HIV-2 reconnaissent la gp140 de 
STLV-III, alors que dans des essais semblables les mtees 

25 serums et les m4mes anticorps de HIV-2 ne reconnaissent 
pas la gpllO de HIV-1. Mais les scrums anti-HIV-1 qui 
n'ont jamais r^agi avec la gp140 de HIV-2 precipitant une 
proteine de 26 Kdal marquee par la ^ ^S-cysteine, contenue 
dans les extraits de HIV-II. 
30 proteine majeure du noyau (core) de HIV-2 

semble presenter un poids moieculaire moyen (environ 
26.000) intermediaire entre celui de la p25 de HIV-1 et la 
p27 de STLV-III. 

Ces observations resultant des essais realises 
35 avec des extraits viraux obtenus d partir du HIV-2 isoie d 
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partir de I'un des patients susmentionn^s - Des resultats 

similaires ont 6te obtenus avec des extraits viraux du 

HIV-2 i3ol6 4 partir du second patient. 

Des cellules infectees respectivement avec HIV-1, 

HIV-2 et STLV-III ont 6te incubees dans un milieu conte- 

35 

nant 200 nCi/ml de S-cysteine dans un milieu exempt de 
cysteine non marquee pendant 16 heures. Les surnageants 
clarifies ont 6t6 centrifuges 4 60.000 g pendant 90 mi- 
nutes. Les culots ont 6t6 lys^s dans un tampon RIPAd), 
immunopr6cipit6s avec diff6rents scrums, puis soumis a une 
61ectrophor6se sur gel de polyacrylamide charg6 en dod6- 
cylsulfate de sodium (SDS-PAGE) . 

Les resultats observes sont illustres par les fi- 
gures la, lb et 1c. 

Dans la figure la, sont present^s les r6sultats 
d * immunoprecipitation observes entre un extrait viral de 
HIV-1 obtenu k partir d'une lignSe cellulaire CEM C1.13 et 
les s6rums respectifs suivants : 

- s6rum positif anti-HIV-1 (bande 1), 

- serum obtenu du premier patient mentionn6 plus haut 
(bande 2), 

- s6rum d'un porteur africain sain d'anticorps anti-HIV-1 
(bande 3) , 

- serum obtenu k partir d'un macaque infecte avec STLV-III 
(bande 4) et 

- sSrxim du deuxiSme patient susmentionn6 (bande 5). 

Dans la figure 1b, sont rapportSs les resultats 
d'immunoprScipitation observes entre les antigSnes de 
HIV-2 obtenus k partir du premier patient, aprds culture 
prealable sur des cellules HUT-78, et differents serums, 
plus particuli^rement le s6rum du premier patient 
sus-mentionn6 (bande 1), le serum positif anti-HIV-1 
(bande 2), le s6rum du macaque infectS par STLV-lii (bande 
3), le s6rum du second patient susdit (bande 4). 



35 
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Enfin, la figure 1c illustre les resultats d'immu- 
nopr6cipitation observes entre les antigdnes d'un isolat 
de STLV-III otenu i partir d'un macaque pr6sentant un SIDA 
de singe. Les serums utilises et auxquelles se referent 
les bandes 1 a 5 sont les m&mes que ceux rappel6s plus 
haut en rapport avec la figure la. 

M se r6fere aux marqueurs myosine (200 Kd) galac- 
tosidase (130 Kd) , s6rum albumine bovine (69 Kd) , phos- 
phorylase B (93 Kd) , ovalbumine (46 Kd) et carbonate 
anhydrase (30 Kd) . 

Les figures 2a et 2b presentent les rSsultats 

comparatifs quant aux mobilit6s 61ectrophor§tiques des 

proteines de HIV-1, HIV-2 ef STLV-III. 

La figure 2a se rapporte aux essais rSalis^s avec 

3 5 

des. extraits de virus marqu6s par la S-cysteine, apres 
immunopr6cipitation sur SDS-PAGE. Les differentes bandes 
se rapportent 'aux extraits de virus suivants : virus ob- 
tenu a partir du patient 1 et immunopr^cipitS par le s6rum 
provenant du m^me patient (bande 1), extrait du meme virus 
immunopr6cipite avec un s6rum temoin negatif provenant 
d'une per Sonne ne portant pas d'anticorps anti-HIV-1 ou 
anti-HIV-2 (bande 2), extrait de virus STLV-III 
immunoprScipit^ par un sSrum provenant d'un macaque 
infecte par STLV-III (bande 3), immunoprecipitations 
observSes entre des extraits du mSme virus et d'un sSrum 
temoin negatif (bande 4), extrait de HIV-1 immunoprecipitS 
par un sSrum d'un patient europeen infecte par le SIDA. 

La figure lb prSsente les resultats obtenus dans 
des essais de Western-blot (immunoempreinte) . Des lysats 
cellulaires provenant de cellules HUT-78 non infectSes ou 
inf ectees ont ^te soximis & une Slectrophorese sur SDS^ 
PAGE, puis transfSres 61ectrophor£tiquement sur un filtre 
de nitrocellulose, avant d'etre mis a rSagir .avec le serum 
du premier patient susmentionn^ (s§xum dilue au 1/100e). 
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Le filtre de nitrocellulose a ensuite 6te lav6 et la de- 
tection des anticorps fix6s revelee avec des IgG anti- 

1 25 

humaines de ch6vre marquees par I. 

Les taches observ6es dans des bandes 1 , 2 et 3 se 
rapportent respectivement aux essais d * agglutination entre 
le susdit s6rum et des extraits de cellules HUT-78 non in- 
fectees (bande 1), des extraits de cellules HUT-78 infec- 
t6es avec un virus HIV-2 (bande 2) et des extraits de 
cellules HUT-78 in£ect6es par STLV-III (bande 3>. Les 
nombres qui apparaissent dans les marges de chacune des 
bandes correspondent aux poids mol6culaires approximatif s 
des proteines virales les plus representatives (poids 
moleculaires en kilodaltons } . 

II - ArTHirS NnCLEIQUES 

1) les ARNs d ti retrovirus HIV-2 

L'ARN du virus, depos6 sur filtre d'aprSs la 
technique du "spot blot" n*a pas hybride, dans des con- 
ditions stringentes avec I'ADN du HIV-1. 

Par "conditions stringentes" on entend : les 
conditions dans lesquelles la reaction d * hybridation entre 
I'ARN du HIV-2 et la sonde choisie marquee, radioactivement 
au p'^^ (ou marquee de fagron differente) , puis les lavages 
de la sonde sont faits. L'ybridation, sur membrane, est 
faite k 42* C en presence d'une solution aqueuse k 50% 
(volume/ volume) de 0,1\ SDS/5x55c, notamment formamide 
pendant 18 heures. La membrane sur laquelle a ete faite la 
reaction d ' hybridation est lav6e ensuite k 65 'C dans un 
tampon contenant 0,1 \ de SDS et 0,1 X SSC. 

Par "conditions non stringentes", on entend les 
conditions dans lesquelles la reaction d ' hybridation et 
les lavages sont faits. L' hybridation est realisee en 
mettant en contact avec la sonde choisie marquee au P^^ 
(ou marquee autrement), k savoir 4 42*C dans un tampon 5 x 
SSC, 0,n SDS contenant 30 \ de formeunide pendant 18 
heures. Le lavage de la membrane est r6alis6 k 50*C avec 
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un tampon contenant 0,1 \ de SDS et 2 X SSC. ^ 

on a 6gale»ent ri^lis^ des essais d-hybrxdatxon 
avec une sonde d 'hybridation constitute par un plasmxde 
recombinant pBTI obtenu par clona.e 'l^-^Jj^ 
provenant de XJ19 (Cell 1985, vol. 40, p.9) dans le vec- 
' teur PUC18. En conditions non stringentes, on n'a observe 
tr.s faible hybridation entre I'ARN de HlV-a et 

I'ADN clon6 d6riv6 de HIV-1. 

D'autres sondes contenant des sequences clondes de 

HIV-1 ont 6te utilistes : 

a) Des sondes simple brin de I'ADN du HIV-1 sub- 

gtnomigue .labortes ^ partir de sous-clones du genome du 
HIV-1 et ins6r6es dans le phage Ml 3. Les rtgxons donees 
concernaient le gene protease ou le g.ne 

Seule une sonde de la region endonucltase de HIV 1 
(Sequence de nucleotides comprise entre les bases n' 3760 
et 4130) a donne une hybridation faible en conditions non 
stringentes avec le HIV-Z. La sonde -protease" (sequence 
de nucleotides de HIV-1 comprise entre les bases n 1680 
et 1804) n'a pas hybrid^, mfeme en conditions non strxngen- 

tes avec le HIV-2. 

b) une sonde pRS3 constitute par la sequence ce- 
dent pour la region -enveloppe" du HIV-1 (sous-clonage 
dans PUC18) n'a pas donnt d ' hybridation en conditions non 

stringentes avec HIV-2. . ^ 

La technique du "spot blot-est appelee aussx dot 

blot" (transfert par taches) . 

Des rtsultats d' hybridation suppltmentaires entre 
des ARNs gtnomiques de HIV-1 , HIV-2 et STLV- III. d' une 
part et des sondes contenant difftrentes sequences 
sub-Unomiques du virus HIV-1. d'autre part, apparaissent 

dans la figure 3. ^ ,^ 

Les surnageants des difftrents milieux de culture 
(4 raison de 0,5 4 1 ml pour chaque tache) ont 6t6 centri- 
fuges pendant 5 minutes 4 45.000 tours par minute ; les 

35 
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culots ont 6te remis en suspension dans un tampon NTE con- 
tenant 0,1 \ de SDS et deposes sur filtre de nitrocellu- 
lose. Celui-ci a 6te pretrempre dans un milieu 2 x SSC 
(NaCl 0,3 M, citrate de sodium 0,03 M) . Aprds cuisson 
5 (pendant 2 heures k 80*C), les filtres ont 6t6 hybrides 
avec diverses sondes contenant des sous-fragments genomi- 
ques de HIV-1, dans des conditions non stringentes (30 % 
de formamide, 5 x SSC, 40 •C), lav6s avec une solution 2 x 
SSC et contenant 0,1 % de SDS, 4 50 'C, puis autoradiogra- 
phies pendant 48 heures k -70 'C avec des 6crans d ' ampli- 
fication . 

Les sondes 1-4 sont des sondes i brin unique obte- 
nues par la m^thode de "coupe principale" (prime cut 
method) telle que decrite en (25). En bref des fragments 

^5 mono-brins issus du virus M13 et portant des insSrats de 
HIV-I subg6nomiques (30) ont 6te ligatures 4 des fragments 
d'oligomSres (17 nucleotides) issus de M13 (BIGLABS). Le 
brin compl^mentaire a 6tS ensuite synth6tis6 avec 1' enzyme 
de Klenow dans un tampon TM (Tris 10 mM, pH 7,5, MgCljr 10 

2Q mM) en presence de dATP, dGTP, dTTP et dCTB marques par du 
P en alpha (Amersham, 3000 Ci/mMol) . L'ADN a ensuite 6te 
dig6re par les enzymes de restriction appropri6s, denature 
par la chaleur et soumis k 61ectrophor6se sur un gel d6na- 
turant de polyacrylamide (contenant 6 % d'acrylamide, de 

25 l'ur6e 8 M dans un tampon TDE) . Le gel a ensuite 6te auto- 
radiographic pendant 5 minutes. La sonde a ensuite 6t6 de- 
couple et 61u6e dans un tampon de NaCl 300 mM, SDS 0,1 %. 
Des activitSs sp6cifiques (AS) de ces sondes 4 brin unique 
ont 6t6 estimCes k 5. 10^-10*. disintegrations par minute/ 

3Q microgramme (dpm/pg). 

Les sequences caracteristiques contenues dans les 
diff 6rentes sondes 6taient les suivantes : 
sonde 1 : nucleotides 990-1070, 
sonde 2 : nucleotides 980-1260, 

35 sonde 3 : nucleotides 2170-2240, 
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sonde 4 : nucleotides 3370-3640, 

Les numSrotations des nucleotides qui precedent 
sont celles envisagees dans 1 'article r6f6rence en (30). 

Enfin la sonde 5 consiste en un plasmide pUC-18 
portant le fragment EcoR1-Sac1 du HIV clon6 dans \J19 
(31), lequel a fait I'objet d*une translation de coupure 
(nick-translation) pour obtenir un AS d ' approximativement 
10 dpm/pg. 

Les dispositions relatives des fragments subg^- 
nomiques contenus dans les sondes vis-4-vis du genome 
entier de HIV-t sont schema tisees k la figure 3. Les 
dif f ^rentes taches correspondent respectivement : 

tache A : virus obtenus k partir d'une culture de cel- 
lules GEM CI. 13 infectees par HIV-1, 

tache B : virus obtenus a partir de cellules HUT-78 
infectees par STLV-III, 

- taches C et D : isolats respectivement obtenus k partir 
des virus des deux patients africains susmentionnSs, 

tache E : extrait cellulaire tSmoin nSgatif obtenu d 
partir de cellules HnT-78 non infectees, 

- tache F : virus obtenu i partir d'un patient du Zaire 
af f ecte par le ;• SIDA et ayant 6te cultiv6 stir des lym- 
phocytes T normaux en presence de TCGF. 

Toutes les taches ont 6te obtenues avec une quan- 
tity de virus correspondant k 25.000 dpm en activite 
transcriptase inverse, sauf pour les taches C : 15.000 
dpm. 

Les observations faites ont StS les suivantes : 
Les ARNs gSnomlques des deux isolats de HIV-2, 
obtenus k partir de particules virales purifi§es, n'ont 
hybrid^ avec aucune des sondes dans les conditions strin- 
gentes sus-indiquSes, bien que les particules virales 
aient Ste Isoldes et purifiees k partir de surnageants de 
cultures de cellules hautement infectdes tSmoignant d'une 
2g activity transcriptase inverse Slevee. 
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Dans les conditions non stringentes sus-indiqu6es, 
les observations suivantes ont 6te faites. 

Toutes les sondes ont hybrid^ de fagon intense 
avec les ARNs g6nomiques obtenus des preparations temoins 
J de HIV-1 et d'un autre isolat obtenu k partir d*un patient 
du Zaire souffrant du SIDA, 

Deux des sondes obtenues (nucleotides 990-1070 et 
990-1260, toutes deux issues de la region gag de HIV-1) 
ont hybrids legerement avec les taches des extraits des 
retrovirus HIV-2; I'une seulement de ces deux sondes 
(nucleotides 990-1260) a aussi montr6 une legSre hybrida- 
tion avec la tache de STLV-III (figure 3), En ce qui con- 
cerne la sonde contenant un fragment de la region pol 
(nucleotides 2170-2240), on a observe une hybridation avec 
^5 STLV-III et, mais de fagon beaucoup plus faible, avec 
I'ARN de HIV-2. L* autre sonde de la region pol (nucleoti- 
des 3370-3640) n'a donn6 d * hybridation avec aucune des ta- 
ches de HIV-2 et de STLV-III. 

Enfin, la sonde modifiee par translation de cou- 
2Q pure et contenant la totalite du gene snz et le LTR (nu- 
cleotides 5290-9130) de HIV-1 n'a hybride ni avec les ARNs 
de STLV-III, ni avec ceux de HIV-2, 

On remarquera encore qu'une autre sonde, qui con- 
tenait I'extremite 5' du cadre de lecture de jo^l de HIV-1 
25 (correspondant 4 la region protease) n'a hybride ni avec 
les ARNs de HIV-2, ni avec les ARNs de STLV-III. 

II resulte done encore de ce qui precede que le 
virus HIV-2 paraft plus eioigne, sur le plan structural, 
du virus HIV-1 qu'il ne I'est de STLV-III. HIV-2 differe 
3Q neanmoins de facon significative de STLV-III, ce qui vient 
d I'appui des resultats differents observes quant aux ca- 
pacites infectieuses des virus HIV-2 pratiquement nulles 
Chez les singes, compares aux capacites infectieuses 
certaines des STLV-III chez les memes espSces de singes. 
35 cartes de restriction et les sequences de 
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I'ARN genomique de HIV-2 ou des cAONs obtenus k partir de 
ces ARNs gSnomiques sont accessible d I'homme du metier, 
des lors que les souches de HIV-2 depos^es a la C.N. CM. 
peuvent, apr§s multiplication appropriSe, mettre en ses 
mains le materiel g^netique nScessaire aux determinations 
de ces cartes de restriction et sequences nucleotidiques . 
Les conditions dans lesquelles la carte de restriction du 
genome de I'un des isolats de HIV-2 de cette invention ont 
6te 6tablies et les conditions dans lesquelles certaines 
des parties de ADNc dSriv6es de ces genomes ont 6te 
s6quenc6es sont dScrites ci-aprSs. 

La carte de restriction du genome d'un retrovirus 
representatif des retrovirus HIV-2 est representee dans la 
figure 4 • La carte de restriction d ' un fragment important 
de cet ADNc apparalt & la figure 5. Enfin une partie de ce 
dernier fragment a ete sequence. 

Cette sequence et un certain nombre des sites de 
restriction qu'elle contient apparaissent d la figure 6. 
L'AONc entier clone -ou des fragments clones de cet AONc- 
peuvent eux-mSmes etre utilises comme sondes d' hybridation 
specif iques. 

2) ADNc et fragments de cet ADNc, respectivement 

d^yjyes <ae ;1'ARn hiv-2 

Les conditions dans lesquelles I'ADNc susdit a ete 
obtenui sont decrites ci-aprSs. 

La premiere etape de fabrication de cet ADNc a 
compris la production d'un oligo (dT) servant d' amorce ou 
d'un brin d'ADNc initiateur, par la realisation d'une 
reaction endogene activee par un detergent, utilisant la 
transcriptase inverse de HIV-2, sur des virions purifi6s, 
obtenus k partir de surnageants de cellules CEH infectees. 
La lignee cellulaire CEM etait une lignee cellulaire lym- 
phoblastoide CD4+ decrite par G.E. Foley ^ aL. dans 
Cancer 18: 522-529 (1965), dont le contenu est considere 
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conune faisant partie de la pr6sente description. Ces cel- 
lules CEM utilisees sont infectees avec un isolat ROD, qui 
s'es-b r6v61e produire de fagon continue des quantites im- 
portantes de HIV-2. 

Aprds la synthase du second brin (en presence de 
nucleotides et d'une ADN polyiaerase bacterienne) , les 

cADNs double-brins ont 6t6 ins6r6s dans un vecteur de 

4 

phage bact^rien M13 TGI 30. Une banque de phages de 10 
phages recombinants M13 a et6 obtenue et soimise k un tri 
in situ avec une sonde HIV-1. Celle-ci contient un frag- 
ment de I.Skb issu de I'extfSmite 3' de I'ADNc d6riv6e de 
I'ARN de 1' isolat LAV (montre dans la figure 7 A), Environ 
50 plaques positives ont 6t6 d6tect6es, purifiees et 
caract6risees par une hybridation croisee des ins6rats et 
sSquengage des extr Smiths. 

Cette procedure a permis I'isolement de diff6rents 
clones contenant des sequences approximativement compl6- 
mentaires de 1' extremity 3' de I'ARN polyad&iyle de la 
region de "repetition longue terminale" LTR (abrSviation 
anglaise de "long terminal repeat" de HIV-1r decrite par 
S. Wain Hobson filLjal. dans Cell 40: 9-17 (1985)) dont le 
contenu est considers ici comme faisant partie de la 
description. 

Le plus important des inserats du groupe concerne 
de clones de Ml 3 hybridant avec la r6gion LTR3 ' de HIV-1, 
est un clone designe par £2, d' environ 2 kb. Comme la 
region LTR3' de HIV-1, le clone E2 contient un signal 
AATAAA situe k environ 20 nucleotides en amont d'une 
partie terminale poly A, et une region LTR3 ' correspondant 
k celle de HIV-2. Apr^s sequencage partiel, cette region 
LTR3' de HIV-2 s'est rev6iee presenter une parente 
eioignee avec le domaine homologue de HIV-1. 

La figure 5 est une carte de restriction du frag- 
ment de £2 (zone rectangulaire allongee) incorpore dans le 
plasmide pSPE2 qui le contient, II coaprend une partie de 
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la region R, la region U3 de HIV-2. Le dessin ne fait pas 
appara£tr6 les limites des regions R et US- 
La sequence d*une partie de E2 apparait 4 la 
figure 6. Les positions de sites de restriction 
sp6cifiques y sont indiqu6es. Le faible degr6 de parente 
entre les regions LTR3' de HIV-1 et HIV-2 est illustr6 par 
la figure 7- En effet, k peu pr^s 50% seulement des 
nucleotides des deux LTR peuvent Stre mis en alignement 
(homologue de sequence d' environ 50%) au prix d'une 
centaine d' insertions ou de d61§tions. En comparaisonr 
1 'homologie de sequence des regions correspondantes des 
isolats americains et af ricains dif f erents variants de 
HIV-1 est superieure 4 95%, sans insertion ni delation. 

Le clone E2 a 6te utilise comnie sonde sp^cifique 
d' HIV-2, pour 1 ' identification sur filtre d ' hybridation 
des sequences issues de HIV-2, contenues dans d'autres 
clones . 

Cette sonde d^tecte 6galeinent I'ARN genomique de HIV-2 
dans des conditions stringentes, Elle permet, de mdme, la 
detection par la m^thode dite de "Southern blof sur I'ADN 
de cellules GEM ou analogues infectees avec un isolat ROD 
ou d'autres isolats de HIV-2. Aucun signal n'est d6tect6 
dans les mSmes conditions de stringence dans des essais 
d ' hybridation de cette sonde avec des ADNc issus de cel- 
lules non infect6es ou de cellules infectees par HIV-1. 
Ces resultats ont confirme la nature exogSne de HIV-2 
vis-a-vis de HIV-1. Une espdce d' environ 10 kb, corres- 
pondant probablement k I'ADN viral non intSgr6, a 6te 
detects 4 titre principal dans I'ADN non dig6r§ de cellu- 
les infectees par HIV-2. Un autre ADN ayant une taille 
apparente de 6 kb correspondant peut dtre k une circulaire 
de I'ADN viral, a 6te d^tect^ aussi. 

Les autres parties du genome de HIV-2 ont 6t6 
identifiSes Sgalement. A cet effet, une bancnie gSnosiique a 
6tS construite dans le phage lambda L47. Le phage lambda 
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L47.1 a 6t6 decrit par W.A.M. Lo enen si al- dans Gene 
12:249-259 (1980), publication dont le contenu est consi- 
der6 comme faisant partie de la presente description. 

La banque genomique est construite avec des 
fragments obtenus par digestion de I'ADN provenant de la ^ 
lignee cellulaire CEM infectee avec HIV-2j^^ , aprds di- 
gestion avec 1' enzyme Sau3AI. 

Environ 2 x 10^ plaques de recombinants ont 6t§ 
tribes in situ avec un clone contenant 1 ' ins^rat E2 marqu6 
de I'ADNc de HIV-2. Dix phages recombinants ont 6t6 d6- 
tectes sur plaques et purifies. Les cartes de restriction 
de trois de ces phages, caracteris6s par leur capacity 
d ' hybridation en "Southern blot" avec l'ins6rat E2 dans 
des conditions stringentes, ainsi qu'avec des sondes sub- 
g6nomiques de HIV-1 dans des conditions non-stringentes . 

Un clone portant un ins6rat de 9.5 Icb et d§rivant 
de I'ADN viral circulaire entier, contenant le g6nome com- 
plet de HIV-2, a 6t6 identifie. II a 6t6 dfisigne "Lambda 
ROD 4". Les deux autres clones. Lambda ROD 27 et Lambda 
ROD 35 d6rivant de pro virus int^gres, portant des sequen- 
ces LTR des sequences codantes virales et des sequences 
adjacentes d'ADN cellulaire. Les diff^rentes sequences d6- 
coulent de la figure 8. 

Des fragments des clones Lambda ont §te sous-clo- 
nes dans plasmide vecteur plasmidique pUC 18. Les frag- 
ments issus de A ROD 4, A ROD 27 et A ROD 35 et respec- 
tivement sous-clon6s dans le susdit vecteur plasmide 
apparaissant Sgalement k la figure 8. Les sous-clones sui- 
vants ont St6 obtenus. 

- pROD 27-5 derive de Lambda ROD 27, contient une region 
de 5,2 kb du g6nome de HIV-II et des sequences cellulaires 
adjacentes (5 'LTR et sequence virale codante 5' autour 
d'un site ECo RI) . 

- pROD 4.8 derivS de Lambda ROD 4, contient un fragment 
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Hind III d' environ 5 kb. C6- fragment correspond k la par- 
tie centrale du genome HIV-2. 

- pROD 27-5* et pROD 4.8 contiennent des ins^rats de HIV-2 
qui se chevauchent mutuellement . 

- pROD 4.7 contient un fragment HIND III de 1.8 kb de 
Lambda ROD 4 ; ce fragment est placS dans la direction 3 
vis-i-vis du fragment sous-clone dans p ROD 4.8 et con- 
tient environ 0.8 kb de sequences virales codantes et une 
partie situSe entre les sites de clonage Bam HI et Hind 
III du bras gauche du phage Lambda (Lambda L 47.1). 

pROD 35 contient toutes les sequences HIV-2 codantes 
dans la direction 3, vis-i-vis du site Eco R1, I'extremit^ 
3' LTR et environ 4 kb de sequences nucl^iques adjacentes 
d'origine cellulaire. 

- pROO 27-5' et pROD 35 contenus dans E.Coli HB 101, ont 
ete deposes k la CNCM sous les numeros respectifs 1-626 et 
1-633, le 21 Novembre 1986. 

pROD 4.7 et pROD 4.8^ contenus dans E.Coli TGI, ont ete 
deposes k la CNCM respectivement sous les numeros 1-627 et 
1-628, le 21 Novembre 1986. 

Le genome complet de HIV-2 ROD, dont la carte de 
restriction apparalt k la figure 4, a St6 reconstitue k 
partir de pROD 35, linSarisS au prSalable avec Eco R1, de 
pROD 27-5'. L'ins^rat Eco R1 de pROD 27-5 a ete ligaturd 
dans 1 ' orientation correcte dans le site EcoRI de pROD 35. 

Le degr6 de parente entre HIV-2 et les autres 
retrovirus humains ou simiens a ^te apprecid par des expe- 
riences d' hybridation mutuelle. L'homologie relative entre 
les differentes regions de genomes de HIV-1 et de HIV-2 a 
St6 d^terminSe par des essais d ' hybridation de fragments 
respectivement issus de genome de HIV-1 clon^ et de Lambda 
ROD 4 marquS radioactivement . Les positions relatives de 
ces fragments (num^rot^s de 1 d 11) vis k vis du g^nom^ de 
HIV-1 apparatssant au bas de la figure 9. 
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M^me dans des conditions de tr§s faible stringence 
(Tm-42*C.) les genomes de HIV-1 et HIV-2 n'hybrident 
qu'aux niveaux de lenxs genes respectifs aaa (taches 1 et 
2), des regions reverse transcriptase dans jasai (tache 3), 
des regions d ' extremites de S3l, des g6nes Q (ou sfiE) 
(tache 5) et des gdnes F (ou 3' orf) et 3' LTR (tache 11). 
Le fragment HIV-1 utilise pour detecter les premiers 
clones ADNc de HIv-2 correspond au sous-clone de la tache 
1 1 , qui hybride relativement bien avec HIV-2 dans des 
conditions non stringentes, Un signal provenant de la 
tache 5 est le seul persistant aprSs un lavage stringent. 
Le g^ne d'enveloppe, la region du gene iat et une partie 
de Dol apparaissent trds divergents. Ces donn6es, ainsi 
que la sequence obtenue avec LTR (figure 3) d^montrent que 
HIV-2 n'est pas (en tous les cas au niveau de son 
enveloppe) un variant de HIV-1. 

On observe que HIV-2 est plus proche de SIV 
(decrit par M.D.Daniel et al. dans Science 223,- 1201-1204 
(1985), dont le contenu doit ^tre considers comme faisant 
partie de la pr6sente description) qu'il ne I'est de 
HIV-1 . 

Toutes les proteines de SIV, y compris la proteine 
de 1' enveloppe, sont immuno-precipit6es par des scrums de 
patients infectes par HIV-2, tandis que la r6activit6 se- 
rologique crois6e de HIV-1 et HIV-2 est limit^e aux pro- 
twines du noyau. Cependant SIV et HIV-2 peuvent fetre 
distingues par les differences mentionn6es plus haut au 
niveau des poids mol6culaires de leurs proteines, 

En ce qui concerne les sequences nucl6otidiques, 
on remarque aussi que HIV-2 a une parent^ avec SIV. 

De plus, la caract§risation de HIV-2 permet aussi 
de delimiter le domaine de la glycoprotdine d'enveloppe 
qui est responsable de la fixation du virus 4 la surface 
des cellucles cibles et de 1 • internalisation ult6rieure du 
virus. L • interaction se fait par 1 ' intermWdiaire de la 



wo 87/04459 



PCT/FR87/00025 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



28 

molecule CD4 elle-mSme et il semble que HIV-1 et HIV-2 
utilisent le m€me rScepteur. Aussi, bien qu'il existe de 
grandes differences enibre les genes env de HIV-1 e-t HIV'-2, 
les domaines homologues restreints des enveloppes des deux 
HIV peuvent-ils §tre consideres comme constituants de 
fixation a un recepteur commun des lymphocy-bes T4 . Ces 
sites sont appelSs k constituer des epitopes porteurs de 
1 ' inimunog^nicitS de peptides qui pourraient &tre utilises 
pour susciter chez l-hoinme une r&ponse immunitaire 
protectrice contre les virus HIV. 

Des sequences avantageuses pour la constitution de 
sondes dans des reactions d' hybridation avec le materiel 
g^netique de patients porteurs de virus ou de provirus, 
notamment pour dStecter la presence d'ARN de virus HIV-e 
dans leurs lymphocytes contiennent une sequence nucl^oti- 
dique resultant de combinaison des fragments de 5 kb de 
Hind lll de ROD 4 et de I'ADNc E2. Les essais peuvent ^re 
realises selon toutes mSthodes notamment selon les techni- 
ques de "Northern blot"^ "Southern blot" et "dot blot", 

Des caract6ristiques supplementaires de 1' inven- 
tion apparaltront encore de fa^on non limitative au cours 
de la description qui suit d'exemples d' identification de 
certaines parties du g6nome retroviral et de la production 
d'un certain nombre d'ADNs recombinants mettant en jeu 
di verses parties d'un ADNc derive du gfenome retroviral de 
HIV-2. 

EXEMPLE I 

SOni^ ABILi PQUr I'ttl^ilimiOn dans lea kits de dia- 

qnQ{gt^j.c Hiy-2* 

Un ADNc compiementaire de I'ARN du genome 
obtenu k partir de virions purifies, a ete prepare selon 
la methode suivante : 

Le surnageant obtenu aprSs 48 heures de cul- 
ture de cellules CEM inf ectSes par un isolat HIV-2 ROD 
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de HIV-2 a 6t§ ultracentrif uge . Le culot de centrifu- 
gation contenant le virion a 6te centrigue sur gradient 
de sucrose pour former un nouveau culot de centrifuga- 
tion substantiellement par la mSme methode que celle 
decrite dans la demande de brevet europSen 
84/401 234/0.138.667 d6jd mentionn^e. 

La preparation de HIV-2 purifi§ a ete utilisee 
pour la synthase d'ADNc en mettant en oeuvre une reac- 
tion ,endogdner activ6e par un detergent. 

En resume, la preparation du virion a gte 
ajoutSe k un melange de reaction contenant 50mH Tris- 
HClr SmM MgCl2r 10 mM DTT, 0.025\ du detergent commer- 
cialism sous la marque TRITON, et 50 pM de chacun des 4 
dSoxynucleoside-triphosphates et un initiateur oligo 
(dT) . La reaction a conduite pendant 90 minutes i 
37*C. 

Aprds 1' extraction au phenol des proteines 
presentes dans le premier milieu de r&actioni la seconde 
chaine de l*ADNc a synthStisSe en presence de 

RNAse, ADN polymerase 1 de E.coli et des 4 dSoxynu- 
cleotidesi pendant 1 heure a 15*C et 1 heure k 22 *C. Des 
extrSmitSs f ranches ont 6t€ crepes sur cette double 
chaine ADNc, par Inaction de la T4 ADN polymerase, Tous 
les rSactifs de ce procede sont disponibles dans le 
commerce (kit ADNc de la SociStS AMERSHAM) et ont €t€ 
utilises comme recommand^ par le fournisseur. 

Apres (1) ligation d * adaptateurs (linkers) 
contenant un site jSssiJtl (commercialisms par Pharmacia) 
aux extrmmitSs tranches de I'ADNc en presence d'une 
ligase ADN T4 ( commercialisme par BIOIJIBS } ( 2 ) , digestion 
de ces "lizikers" par 1 'endonucimase de restriction 
££2H1r et (3) elimination des fragments de "linker** par 
une filtration sur gel (colonne du gel commercialise 
sous la marque ULTROGEL) AcA 34 (LKB-IBF) , l*ADNc est 
insere dans un vecteur M 13 TG 130 cliv6 par EcoR I . Une 
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banque d'ADNcs a 6t6 obtenue aprds trans formation de la 
souche de E.coli TGI. On a obtenu approximativement 10^ 
plaques de recombinants Ml 3* 

Pour selectionner dans la banque d'ADNcs des 
clones Ml 3 recombinants contenant I'ADNc de HIV-2, la 
technique d * hybridation sur plaque a et6 utilis^e. L'ADN 
des plaques M13 a 6te transfer^ sur des filtres de ni- 
trocellulose, et hybride i des sondes de HIV-1 subgeno- 
miques d6riv6es du clone "lambda J19" d'un virus LAV (ou 
HIV) deer it dans la demande de brevet europSen. Cette 
sonde comprenait un ins^rat constitu6 par une partie 
ayant une longueur approximative de 1500 paires de bases 
(pb) de I'ADN de HIV-1. Get inserat §tait d^limite par 
deux sites de restriction flindlll respectivement A l"in- 
t6rieur du cadre de lecture ouverte du gdne "env" et 
dans le segment R de l'extr§mite 3' LTR de HIV-1. Cette 
sonde contenait I" extr6mit6 3 " du gene env, la totality 
du gSne F, le segment U3 et une partie du segment R de 
LTRf d'une longueur approximative de 1500 paires de 
bases (pb). 

La sonde contenant 1' inserat Mzidlll de 1>51cb 
a 6t6 marqu6e avec du ^^P dCTP et dTTP (3000 Ci x 10"^ 
mole) par incubation de la sonde en presence d'initia- 
teurs et d*ADN polymerase I de Klenow, pendant 4 heures 
4 15 *C (en utilisant un kit de AMERSHAH). Les essais 
d ' hybridation des clones d'ADNc de la banque ont 6te 
conduits pendant toute la nuit dans des conditions de 
faible stringence, au sein d'une solution d'un milieu 
d * hybridation contenant 5X SSC, 5X Denhart, 25% de for- 
mamider 100 m9/i&1 d'ADR de sperme de saiuaon d^naturS et 
la sonde marquee (2 x 10^ cpm avec une specif icite de 
10^ cpm/ug) ii 37*C. Les filtres ont StS soumis 4 trois 
Stapes de lavage, successivement en presence des trois 
solutions dent les compositions sont indiqu6es ci-aprds: 
Lavage n* 1:5XSSC, 0.1% SDS,4 25*C pendant 4x15 minutes 
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Lavage n* 2:2XSSC, 0.1% SDS,d 42 'C pendant 2x30 minutes 
Lavage n* 3:0. 1XSSC,0. n SDS, i 65 'C pendant 2x3Qminutes 
Chaque lavage est suivi par une autoradiographic des 
f iltres . 

2 Plusieuxs clones positifs ont 6t6 dStectSs 

aprSs le lavage n* 1 et I'ont encore 6t6 apr6s le lavage 
n' 2. Cependant, tous les signaux disparaissaient aprSs 
le lavage n* 3. Ceci indique que les clones positifs 
n'avaient avec le genome de HIV-1 qu'une faible parents, 
n6anmoins suffisante pour effectuer la susdite selec- 
tion. Les clones positifs ont 6t6 repiquSs, redSposSs 
sur des plaques et de nouveau hybridSs avec la m^e son- 
de dans les conditions de stringence correspondant au 
lavage n* 1 . La majority d'entre-eux 6taient encore po- 
sitifs. 

Les clones ont aussi etS s61ectionnes en met- 
tant en oeuvre une sonde d'ADN humain total dans des 
conditions de stringence moyenne et par hybridation dans 
5X SSC, 5X Denhart, et 40% de formamide, suivie d'un 
2Q lavage dans IX SSC, O.n SDS, k 50*C. Aucun des clones 
prfialablement positifs n'a 6t6 d6tect6, par consequent 
ne correspondait pas k I'ADN r6p6titif specif ique ou k 
I'ADNc de I'ARN ribosomal. 

Les clones recombinants Ml 3 positifs ont 6te 
25 cultives dans un milieu liquide et caract6ris6s : 

(1) Taille de leur ina^»rti^n : 

Un ADN type simple brin de M13 a 6te obtenu k 
partir de chaque clone individuel, et la synthase du 
second brin a 6t6 conduite avec une sequence initiatrice 

3Q 17-mer M13 et 1' enzyme de Klenow. Les ins^rats ont 6te 
excises k I'aide d'EcaJll (BOEHRINGER) et analyses par 
electrophordse sur gel d' agarose. La plupart des in- 
serats contenaient de 200 k 600 et 200 pb, k 1' exception 
du clone dSnommS E2.1, qui avait approximativement une 

,5 longueur de 2 Kpb. 
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(2) Analyse de la Sequence nucl^otidigue : 

Flusieurs clones ont .6t6 part:iellemeA-b se- 
quences , en utilisant la methode dideoxy de Sanger et 
al. dficrite dans Proc. Natl. Acad. Sci. 74:5463-7 
(1977), faisant par tie de la present e description. 
Differents clones independants contenaient des sequences 
nuclfiotidiques similaires, i 1' exception des chalnes 
poly-A & leurs extrSmit^s 3 ' dont les longueurs 6taient 
diff6rentes. Ces r6sultats dSmontrent que ces clones 
ADNc etaient dSrivSs de la matrice d*ARN. L' analyse de 
sequence dStaill^e de ces clones ADNc, comprenant 
1' extremity 3' du genome de HIV-2, a montrS une parente 
limitSe avec HIV-1. 

(3) Hybridatio n avec I'ARN et I'ADN q^nomiaue de HIV-2. 

(a) Obtention de I'ARN gSnoxoique de HIV-2 : Un 
surnageant infect§ a 6t6 centrifuge (50.000 rotations, 
30 minutes ) . Le culot du depdt a StS resuspendu dans 
lOmM Tris pH 7.5, ImM EDTA, 0.1% SDS. L'un des clones 
d' insertion F1 . 1 a 6t6 marqnie et utilise comme sonde 
pour 1 ' hybridation avec I'ARN genomique de differents 
isolats viraux, conformement i la technique de "dot- 
blot". 

La technique "dot-blot" comprenait les etapes 
suivantes : 

(i) deposer 1 ' echantillon (lysat HIV-2) en taches sur 
une membrane de nitrocellulose prealablement trempee 
dans 20X SSC (3M NaCl, 0.3M de citrate de sodium) et 
sechee d l*air, (ii) faire cuire la membrane pendant 2 
heures k 80* C, et (iii) effectuer 1 ' hybridation . 

Cette hybridation a ete conduite dans des 
conditions de haute stringence (5X SSC, 5X Denhart, 50% 
formamide k 42*C). Elle a ete suivie d'un lavage dans 
0.1X SSC, 0.1% SDS & 65 *C. Dans ces conditions, la sonde 
hybride fortement aux tdches provenant de deux isolats 
independants de HIV-2, incluaait le LAV-II ROD, dont 
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I'ADNc clone etait issu. Un faible signal d * hybridation 
a 6t6 detects avec la tache formSe par STLV-IIImac 
(Virus T-Lymphotropique de Singe (6galement connu comme 
"SIV") de type III, macaque), et aucune hybridation n'a 
§te d6tect6e avec les isolats de HIV-1. 

Les experiences de "Southern Blot", mettant en 
jeu le clone E-2.1 contenant I'inserat de 2Kb en tant 
que sonde marquee au ^^P, ne manif estdrent aucune hybri- 
dation avec des ADNs de cellules non infectSes, mais d6- 
tectaient des bandes dans des cellules detachSes infec- 
t6es par HIV-2 dans des conditions de forte stringence. 
HIV-2 montre un polymorphisme a des niveaux de sa carte 
de restriction Equivalents k ceux des cartes de restric- 
tion de HIV-1. Avec de 1*ADN cellulaire complet de cel- 
^5 lules infect^esr deux sortes de signaux sont d6tectes 
par la m^thode de "Southern Blot" : (1) dans des frac- 
tions d'ADN ayant des poids moleculaires PM d' environ 
20kb et plus dans le cas de formes int6gr6es du virus, 
et (2) dans les fractions de PM plus faibles (9,10kb), 
2Q dans le cas de virus non integr6 au genome. 

Ces caract6ristiques sont hautement sp6ci- 
fiques d'un retrovirus. 

Certaines experiences effectudes avec STLV-III 
(SIV-3) de cellules infectSes ont permis de constater 
25 que le retrovirus simien est relativement distant de 
HIV-2 (le signal est uniquement detecte dans des con- 
ditions de faible stringence) . Ces experiences montrent 
que les susdites sondes permettent la detection speci- 
fique de HIV-2. 

30 gQUff-glon^q^ de I'flDNC de HIV-2 dans im ^^n^^.^j 

Plasmide bacteri^r^ : 

Le clone Ml 3 positif , E 2-1 a ete seiectionne 
et sous-clone dans un vecteur plasmide. L'ADN du phage 
Ml 3 (TG 130) recombinant E-2 a ete purifie sous forme 
35 d'un ADN simple brin (M-13-ROD-E2) contenant I'inserat 
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de 2 kb, con-tenant la portion 3' du gfinome de HIV- 2 
(obtenu k partir de HlV-2 ROD). Get inserat a 6t§ 
transfers dans le plasmide pSF65, dScrit par Melton , 
D.A. dans 357 Nucleic Acid Res. 12:035-7056 (1984). 
5 Una seconde chaine a 6t6 construite in vitro 

en presence de la sequence d*initiateur 17 mer 
(AM£RSHAM)i^ des quatre nucleotides A,C,T,G, et de 1*ADN 
polymerase I (Klenow) . L* inserat fisaJll a 6te excis6 par 
digestion £££2<R1 et purifiSe sur gel d* agarose, puis li- 
gue & pSP65, lui-m&ne pr^alablement dig^r^ avec EcoR I . 
Le melange de ligation a et6 utilisd pour transformer la 
souche E.coli DH1 et des recombinants ont 6t6 s61ection- 
n6s grace A leur capacite de resistance d I'ampicilline. 
Les recombinants identifies ont &t& cultiv4s sur milieu 
^5 LB (Luria medium) contenant 50 gg/ml d'ampicilline. Ces 
plasmides recombinants ont Ste purifies et contrdles 
quant a la presence du fragment insure correct. 

L'un des clones obtenus d6signe par la refe- 
rence pSPE2, a ete depose k la CNCM a parts, France, 

20 sous le n' d'accSs 1-595 le 5 Septembre 1986. 

Les inserat s derives des ADNc de HIV- 2 et qui 
se trouvaient inseres dans la sonde susdite contenaient 
la sequence de nucleotides qui a ete definie plus haut, 
en rapport avec une partie de E2. 

25 EXEMPM II 

Clon^qe d'un APNc compiementaire A I'ADN com niementair^ 
A I'ARN qenomiaue de virions htv-^. 

Des virions HIV-2 ont ete purifies k partir de 
5 litres d'un surnageant d'xine culture d'une lignee GEM 

3Q infectee avec un isolat ROD. Un premier brin d'ADNc a 
ete synthetise au contact de virus purifie s6dimente, en 
presence d'un initiateur oligo (dt) et en mettant en 
oeuvre une reaction endogene activee par un detergent, 
selon la technique decrite par Alizon et al, Nature 

35 21Z : 757-760 (1984), Les hybrides ARN-ADNc ont ete 
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purifies par une extraction par un melange ph6nol- 
chloroforme et par une precipitation 4 I'&thanol. Le 
second brin d'ADNc a 6t6 produit en presence d'ADN 
polym6rase-I/RNAse H selon la methode d^crite par Gubler 
2 et Hoffman. La description de cet article est consid^r^e 
comme faisant partie de la pr^sente description. 

L*ADNc double brin a 4tS muni d'extr Smiths 
f ranches en presence d'ADN polymerase T4 en utilisant 
les constituants d'un kit de synthase d'ADNc commer- 
cialisS par AMERSHAM. 

Des adaptateurs (linker) Eco .R1 commercialises 
par PHARMACIA, ont 6t6 fix6s 4 I*extr6mit6 de I'ADNc; 
I'ADNc ainsi modififi a 6te insure apr^s digestion en 
presence de Eco R1 dans un vecteur de phage dSphospho- 
ril6 M13tg130 lui-m6me dig6r6 par Eco R1, ^galement 
commercialise par AMERSHAM. Une bande d'ADNc a ete 
obtenu apres transformation de la souche E.coli TGI. 
Des plaques de recombinants (10^) ont 6te tries in situ 
sur des filtres permettant des rSpliques par hybridation 

2Q avec le clone J19 contenant le fragment Hind III de 
1,5kb dejd mention^ plus haut, issu de HIV-1. 

Les filtres ont 6te prehybrides en presence 
d'un milieu contenant 5 x SSC, 5 x solution DENHARDT, 
formamide k 25\, de I'ADN denature de sperme de saumon 

25 (100 microgrammes/mml) A 37'C, pendant 4 heures, puis 
hybride pendant 16 heures dans le mSme tampon (Tm -42 ^C) 
en presence d'un supplement de sonde marqu6e (4 x 
10 cbm), pour fournir une solution finale de tampon 
d ' hybridation contenant 10^cpm/ml). Le lavage a ete fait 
avec une solution 5 x SSC, 0,1% SDS d 25*C pendant 2 
heures (etant entendu que 20 x SSC correspond k une so- 
lution NaCl 3M et de citrate de sodium 0,3M. Les plaques 
repondant positivement ont ete purifiees et les ADNs 
mono-brins de Ml 3 ont ete prepares et leurs extremites 

35 ont ete sequencees selon la methode de Sanger et al. 
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HYfrgX^fttlQn d'un ADN de cellules infeclr^es par HIV-1 el. 

HIV-2 et d^ARNg HIY-1r HIV-2 et de virions siv 

respectivement avec une sonde deriv6e d'un ADWc clon^ de 

5 Les ADNs ont 6t6 extraii:s de cellules CEM 

inf ect6es produisant de fagon continue respectivement 
HIV-1 et HIV-2. Des 6chan1:illons d'ADN de ces deux 
retrovirus, digerSs pour certains par 20 ug de Pst l^ non 
dig6r6s pour d'autres ont 6t§ soumis ^ une electropho- 
rese sur gel d* agarose k 0,8% et transfer^ par la 
m6thode "Southern" sur membrane de nylon. Des petits 
volximes de surnageant infects, repris dans un tampon NTE 
contenant 0,1\ de SDS ayant les m^mes activites de 
transcriptase inverse ont 6t6 deposes sur nitrocellu- 
^5 lose, qui avait 6t6 tremp6 auparavant dans une solution 
2 X SSC. 

One prehybridation a ete f aite dans une solu- 
tion contenant 50% de formamide, 5 x SSC, 5 x Denhardt, 
et 100 mg/ml d'ADN de sperme de saumon d§natur6 pendant 

20 4 heures S 42 'C. Une hybridation a ete conduite dans le 
mSme tampon, auquel avait 6t€ ajoutfe 10% de sulphate de 
dextran, et 10^ cpm/ml. d'ins6rat marque E2 (activity 
specif ique 10 cpm/ug) pendant 16 heures & 42 •c. Deux 
lavages ont ensuite 6t6 faits avec une solution 0.1 x 

25 SSC, 0.1V SDS pendant 30 mn chacun. AprSs 1' exposition 
pendant 16 heures k un ecran d • intensification la tache 
Southern est d6shybrid6e dans 0.4 N NaOH, neutralis6e 
et r6hybrid6e dans les m&mes conditions k la sonde HIV-1 
marcniee avec 10 cpm/ug. * 

30 EXEMPLE III 

Clon^qg dang le Phage Laindba de I-ADN romnl et du nrovinia 
de HIV-2. 

L'ADN des cellules CEM infectees par HIV-IIROD 
(figure 2, bandes a et c) est partiellement dig6r6 avec 
35 Saij3Al. La fraction 9-15 kb a 6t6 silectionn^e sur 
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gradient de sucrose a 5-40% et ligu6e aux bras fiamHI du 
vecteur lambda L47.1. Les plaques (2 x 10^) obtenues apres 
empaquetage in vitro et d6p6t sur souche S^^iali LA 101 ont 
6te triees in situ par hybridation avec l'ins6rat de 
g I'ADNc clon6 E2. Approximativement, 10 clones positifs ont 
§te purifies sur plaque et propag6s sur E.coli C600 recBC. 
Les clones lamdba ROD 4, ROD 27 et ROD 35 ont 6te 
amplifies et leurs ADN caractdrisSs par Stablissement de 
leurs cartes de restriction et par hybridation par la 
m^thode de "Southern" avec le clone ADNc de HIV- I I dans 
des conditions stringentes et avec les sondes aaa-pol de 
HIV-1 dans des conditions non stringentes. 

La figure 8 pr6sente de fagron sch^matique les 
structures de 3 des phages recombinants obtenus ROD 4, 
ROD 27 et ROD 35. 

Les parties rectangulaires allong6es de ces 
sch6mas correspondent d des sequences pro-virales issues 
des ADNs des cellules CEM initialement infectSes, les 
parties blanches correspondant a des sequences rfitro- 
2Q virales, les parties gris6es d des parties des ADNs 
cellulaires et les parties en noir au LTR dans lesdites 
frequences virales. 

Les traits fins design^s par les lettres L et R 
correspondent aux bras issus du vecteur de phage Lambda 
25 L47.1 ayant servi au clonage. 

Certains des sites des restrictions ont 6galement 
ete indiqu6s : il s'agit plus particulierement des sites 
suivants : 

B : BamHI ? E : EfiaRI ; H: Mndlll ; K: Kpn l ; Ps : PstliPv 
3Q : £YUII ; S: ; X: Xfe^I- 

Ces sequences virales ont des parties en commun 

avec la sequence E2. Les positions relatives de ces 

parties determin^es par hybridation avec E2, appa- 

raissent dgalement dans les figures. 
35 ROD 4 est d6riv6 d'un ADN viral circulaire. ROD 27 
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et ROD 35 soxtt d6xiv6s de provirus int6gr6s dans une 
s-kructure ADN cellulaire. 

Enfin, on volt apparaltre dans ces figures les 
insSrats sous-clonds dans les conditions qui ont 6t6 
indiquSes plus haut et leurs positions relatives vis-4- 
vis des sequences correspondantes de HOD 4, ROD 27 et ROD 
35, 

II s'agit plus particulierement des ins^rats des 
plasmides pROD 27-5', pROD 35-3*, pROD 4.6, pROD 
4.8 et pROD 4.7. 

La figure 9 est une representation des intensitSs 
relatives des taches d* hybridation qui ont ^t^ realis6es 
entre ROD-4 et des sous-fragments 1 4 11 respectivement 
issus des diff^rentes parties d'un ADN k chalne unique 
issu de sous-clone de Ml 3 contenant un acide nucleique 
derive du genome entier de LAV. Les positions relatives de 
ces divers fragments vis-a-vis du genome entier de LAV 
(determine par sequengage) sont indiquees dans la partie 
infdrieure de la figure. Le point 12 correspond d une 
tache t^moin r6alis6 en mettant en oeuvre un ADN temoin du 
phage Lambda. 

Les essais d ' hybridation dans la methode de 
transfert par tache (dot-blot) ont Ste realises dans les 
conditions de faible stringence de I'exemple II. En 
utilisant d titre de sonde, le recombinant Lambda ROD 4 
contenant I'ADNc total de HIV 2. Les lavages ont ensuite 
6t6 faits successivement dans les conditions suivantes : 
2 X SSC, 0;1% SDS 4 25*C. (Tm -42*C), 1 x SSC, 0.1 % SDS a 
60*C. (Tm -20'C), et 0.1 x SSC, 0.1% SDS 4 60*C. 

(Tm -3'C). * 

Les taches representees ont 6te obtenues apr^s 
exposition radiographique pendant 1 nuit. ? 



35 
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Test de diaono3tic in vitro Ta nr^aene.* dii v^n.^y 
HIV-2 dang un milieu biolQaimiA, 
MATERIEL ET METHOnEfi 
g PATIEWTS 

Les patients infectfis par HIV-2 ont §t6 s6- 
lectionnSs parai des personnes admises 4 I'h&pital Egas 
Moniz de LISBONNE pour hospitalisation ou pour consul- 
tation, entre septembre 1985 et septembre 1986. 

Pour r6aliser cette selection, tous les individus 
d'origine africaine ou ayant s4journ6 en Afrique ont subi 
un test s6rologique k la fois pour rechercher la presence 
d'anticorps contre HIV-I (immuno-fluorescence-IFA- et/ou 
^5 ELISA) et contre HIV-2 (IFA) . Seuls les patients pour 
lesquels on a prouv6 s6rologiquement 1' infection avec 
HIV-2 ont 6tS retenus dans cette 6tude. 
laolatiQw Au virus. 

Chez 12 patients, 1' isolation de HIV a 6t6 con- 
20 <3»iite comme on le rappelle bri^vement. Les lymphocytes 
p6riph6riques sanguins des patients (PBL) ont M stimulus 
avec PHA, cultiv6s en coculture avec des PBLs normaux 
humains stimulus par PHA et maintenus en presence 
d'interleukine-2 (IL-2). Les cultures ont 6t6 contr616es 
25 afin de rep6rer la presence 6ventuelle d'un effet cytopa- 
thog4nique (CPE) et afin de mesurer 1' activity de trans- 
criptase inverse (RT) dans le surnageant. 
Test d'immunQflueregeenee (rvi\ 

Des plaques IFA ont 6t6 pr6par6es comme suit des 
3Q cellules MOLT-4 infectfies avec HIV-2 ont 4t6 lav6es 2 fois 
dans PBS et 6tal6es sur des lames de verre IFA (10^ cel- 
lules par puits), puis sSchSes & I'air et fix6es par de 
1' acetone & froid. Pour le test IFA, ces cellules ont 6t6 
soumises 4 une reaction, le s6rum de test 6tant dilu6 4 

35 
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1/10, pendant 45' d 37 'C, ont 6te lav6es, sechSes et sou- 
mises d une reaction avec de la fluoresc6ine conjugate 4 
d€s igG, A, M an-bi-humaines de chdvxe (diluS 4 1/100) 
pendant 30 minutes 4 37*C. Apris le lavage, les celliiles 
5 pnt 6t6 color 6es avec du bleu Evans, 4 0,006%, montSes 
dans un melange de 90% de glycerol, 10% de PBS et 
examinees au- microscope 4 fluorescence. 

Certains scrims de patients ont 6t6 examines pour 
determiner la presence d'anticorps anti-HIV-1 en utilisant 
les tests sSrologiques disponibles dans le commerce sous 
la denomination ELAVIA (Pasteur Diagnostics) ou ABBOTT. 
Test de radio-imaunQpreeipitatiQn fRTPA^ 

Des cellules CEM infectSes avec HIV-1 ou HIV-2 ont 

^5 ete cultivees en presence de ^^s cysteine (200 microCi/ml) 
pendant 16 heures. Le surnageant a 6te recueilli, les 
particules virales ont 6t§ centrifug6es et lysies sur un 
tampon RIPA (Tris-HCI SOmM pH 7.5, NaCI 150mM, EDTA ImM, 
1% Triton XI 00, Sodium deoxycholate 0.1%, SDS 0.1%). Pour 

2Q chaque reaction, 50 microlitres de lysat dilue corres- 
pondant 4 10^ cpm ont 6t6 mis en reaction avec 5 micro- 
litres d'un serum test pendant 18 heures 4 4'C. Des 
complexes immuns ont 6t6 lies gr4ce 4 une prot6ine A f ix§e 
sur du sepharose PHARMACIA lav6s, et eiu^s pendant une 

25 ebullition de 2 minutes. Les antig4nes eiuds ont 6te 
analyses par eiectrophordse sur gel SDS-polyacrylamide et 
par autographie. 
Hybridation Dot-blot 

Des virus isoies dans des PBLs de patients ont ete 
30 centrifuges et lyses dans Tris-HCI lOmM pH 7.5, NaCl lOmM, 
EDTA ImM, SDS 0.5%. Un microlitre de chaqiie lysat, c- 
orrespondant 4 une activite RT de 50.000 cpm a ete depose 
sur un support de nitrocellulose. Une hybridation et un 
lavage ont ete realises dans des conditions de forte 
35 stringence: hybridation dans 6X SSC, 5X Denhart, 50% de 
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formamide, pendant 18 heiires k 42 'C ; et lavage dans 0.1X 
SSC, O.n SDS A 65'C. On a utilis6 des sondes HIV-1 et 
HIV-2, marquees au 32p (activitfi sp6ci£ique de 10® 
cpm/microgramme) . La sonde HIV-1 correspond au genome 
5 complet de I'isolat LkV^^, et la sonde HIV-2 derive d'un 
ADN clon6 de 2 Jcilobases de I'isolat 
RESOLTATS 

Population des p;;^-t-A«»ntl? 

30 patients chez lesquels on d^celait une in- 
fection par HIV-2 par mise en Evidence s6rologique ou 
virale, ont 6te 6tudi6s. Parmi ces 30 patients on .comptait 
12 hommes ot 18 fenunes. L% moyenne d'^ge 6tait de 35 ans 
pour un intervalle de 11 d. 55 ans. Tous les patients 
excepts 1, etaient restes plusieurs annSes en Afrique de 
^5 1' Guest : 26 6taient n6s et vivaient en Guinfie-Bissau et 2 
Staiient originaires des lies du Cap-Vert. 1 patient 6tait 
un gar?:on de 11 ans de 1' Angola, qui avait v6cu dans les 
lies du Cap-Vert pendant plusieurs annfies. Le seul 
europfien de la population 6tudi6e 6tait un Portugais de 40 
2Q ans qui avait v6cu pendant 8 ans au Zaire, mais dfimentait 
tout sejour en Afrique de 1' Guest. 
PresentatioTi elinimii» 

Parmi les 30 patients, 17 avaient un SIDA, 
conformement aux criteres reconnus CDC. Le synpttme majeur 
25 Chez ces patients 6tait la diarrhSe chronique, accompagnSe 
dans la plupart des cas d'une perte de poids de plus de 10 
kg. en 1 an. Chez 10 patients la diarrhea 6tait associ6e 
avec la presence d'une infection intestinale soudaine ; 
pour 7 cas, 1' agent pathog6ne 6tait le seul Isospora 
30 belli, 1 patient 6tait attaint uniquement par 
Cryptosporidium et 2 avaient k la fois les 2 agents 
pathogenes. Dans 3 cas, aucun agent pathogene intestinal 
inattendu n'a ete rev616. Parmi les 17 cas de malades at- 
taints de SIDA, on a diagnostiqu6 chez 8 des candidoses 
35 oesophagiennes. 6 patients attaints du SIDA prSsentaient 
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des symptdmes respiratoires. Une tuberculose pulmonaire a 
6t6 diagnos^iqu^e chez 2 d'entre eux une microbactSrie 
diffSren-ke non identifiSe a dScelSe chez I'un d'en-bre 
eux. 

2 patients souffraient d'une aspergilose pulmonaire k la 
suite d'une tuberculose. 2 autres patients atteints du 
SIDA presentaient des phases rScurrentes de pneumonie sans 
identification de 1' agent pathogSne, et 1 patient avait 
une pneumonie du type Pneumocystis carinii, qui fut dia- 
gnostiqu6e uniciuement post-mortem. Quatre des 17 patients 
atteints du SIDA avaient un sarcome de Kaposis: dans 3 cas 
il est apparu comme limits 4 la peau et chez un autre 
patient un examen post-mortem a r€v61& des lesions 
dissSminSes au niveau visceral. Des dSsordres du systeme 
nerveux central sont apparus chez 2 patients atteints du 
SIDA : 1 avait un lymphome cSrSbral, et 1 'autre avait une 
encSphalite subaigue de cause inconnue. 

4 patients presentaient les symptdmes du complexe 1±6 au 
SIDA (ARC) : 

2 avaient des lyraphadSnopathies diffuses avec fievre 
persistanter 1 avait une diarrhSe chronique avec perte de 
poidSr et 1 avait des phases rScurrentes de bron- 
chopneumonie et des lymphadSnopathies multiples. 

Parmi les 9 patients restantSr 6 n' avaient aucun 
symptdme rattachable a 1' infection par HIV| 1 6tait 
atteint uniquement d'une tuberculose pulmonaire r 1 avait 
uniquement des lymphadSnopathies diffuses persistantes et 
1 presentait une syphillis neurologique . Pendant la pe- 
riode d' etude de 12 mois, 7 patients sont morts, tous 
presentant un SIDA. 
St^<a^ g^yploqiqu^ 

Chaque patient fait I'objet d'au moins un test 
serologique pour rechercher la presence d'anticorps centre 
k la fois HIV-1 et HIV-2. Tous les s6rums des patients ont 
et6 testes par test IFA afin de reperer les anticorps 
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contre HIV-2 e-t tous se sont xMl&a positifs. Parmi eux, 
21 furent aussi testes pour les anticorps contre HIV-2 par 
un test RIPA : tous ont pr6cipit6 de fagon claire la 
glycoprot*ine de haut poids mol6culaire de I'enveloppe du 
5 virus, d«sign6e par gp140, et 16 d'entre eux ont r4agi 
fegalenent avec la prot6ine majeure du noyau p26, alors 
qu'une seulement r6agit avec une autre prot^ine virale du 
noyau, dSsignSe par pi 6. 

Dans ces s4rums on a recherch* la presence d'an- 
ticorps prSsentant des reactions croisSes avec HIV-I en 
utilisant les dif£6rents tests. On test IFA a et4 utilise 
pour 24 serums : 12 sont n6gati£s, 10 sont faiblement 
r^actifs, et 2 positifs. Dans un test ELISA, 21 scrums ont 
6t6 testes : 16 Staient n6gatifs, et 5 6taient positifs. 
15 Finalement, on a recherche dans 11 serums la presence 
d' anticorps contre les protSines de HIV-1 par la m6thode 
RIPA. 

3 d'entre eux n'ont absolunent pas rdagi, et ceci avec 
aucune prot^ine virale, 2 seulement ont pr6cipit6 avec la 

20 prot^ine p34, issue du gSne pol, et 5 ont r6agi avec la 
prot6ine p25, prot6ine majeure du noyau. 2 scrums ont 
reagi seulement faiblement avec la glyco-proteine gpllO de 
I'enveloppe du virus HIV-1. Ces deux scrums ainsi que tous 
les s6rums positifs lors des tests IFA ou ELISA concernant 

25 les anticorps anti HIV-1 ont rfiagi fortement avec la gp140 
de HIV-2 dans un test RIPA, indiquant une infection avec 
HIV-2 plut6t qu'avec HIV-1. Seulement 1 patient, qui n'est 
pas inclu dans la population 6tudi6e, a M reconnu s6ro- 
logiquement comme Stent infects par HIV-1 et non par 

30 HIV-2. Ce patient 6tait une femme de 21 ans de I'Afrique 
Centrale (He Sao Tome) prSsentant un SIDA. 
Isolation H^,^ Vlrilg 

L' isolation des virus dans les lymphocytes 
periphSriques du sang a M pratiqu6e sur 12 patients. Un 
35 HIV a M isol6 chez 11 d'entre deux, gr4ce A la presence 
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d'un effet cy topathog^nique , et & la mesure d'un pic des 
particules associSes d 1' activity de transcriptase inverse 
dans les surnageants de culture. 

Ces 1 1 isolats ont 6te identifies comme Stant des 
5 isolats de HIV-2 en utilisant la technique d • hybridation 
"dot-blot". Les taches virales obtenues S. partir de 10 
isolats ont inontr6 une hybridation forte dans les condi- 
tions stringentes d ' hybridation et de lavage avec une 
, sonde HIV-2 deriv6e d'un ADNc clon6 de HIV-2, alors 
qu'aucune d'entre-elles n'hybridait avec les sondes HIV-1 
dans les m§mes conditions, Un isolat hybridait j^eulement 
faiblement avec une sonde HIV-2, mais n'hybridait pas avec 
une sonde HIV-1. 
Ev^^^ft^^;AQn imm^nQlpqigue 

-15 13 patients ont 6t6 6tudi6s pour ^valuer le nombre 

de leurs lymphocytes circulant identifies comme 6tant des 
cellules T auxiliaires (helper) {CD4+) et le rapport de : 
cellules T auxiliaires/cellules T suppresseur. Parmi ces 
patients, 11 avaient un SIDA : leurs nombres de cellules T 

20 auxiliaires etait de 243 & 300 par microlitre, et leur 
rapport cellules T auxiliaires/ cellules T suppresseur 
moyen etait de 0,25 a 0,15. 1 patient pr6sentait des 
signes cliniques de ARC, avait un nombre de lymphocytes T 
helper de 240/microlitre et un ratio de 0,18. Un autre 

25 patient, pr6sentant une syphillis neurologique et aucun 
symptdme li6 de fagon Svidente 4 HIV, avait un nombre de 
lymphocytes T helper de 690 par microlitre et un ratio de 
0.82. 

30 Dans cette ^tude, 1' infection par HIV-2 a 6te mise 

en Evidence chez 30 patients africains d'Afrique de 
I'Ouest prSsentant soit un SIDA, soit des symptSmes du 
complexe ARC ou n'ayant aucun signe clinique rattache au 
SIDA. Les resultats permettent n^anmoins de conclure du 

35 fait que HIV-2 doit ^tre considers comme un agent 
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Sthiologique majeur du SIDA chez les patients d*Afxique de 
1* Quest. Les rSsultats s^xologiques et viraux qui ont &t6 
observes indiquent que 1* infection par HIV-2 n'fitait pas 
souvent associSe avec une infection par HIV-1 parmi ces 
2 patients • 

En dSpit de differences antigSniques et g§n6tiques 
importantes , HIV-1 et HIV-2 pr6sentent un tropisme 
similaire pour les lymphocytes T CD4+, ont des effets 
cytopatog^nes similaires, une morphologie similaire, et 
partagent des Epitopes d ' immunoreaction communs pour 
certaines de leurs prot6ines constitutives . 

Dans la mesure oil tous les patients d'Afrique de 
1* Quest, infectes avec HIV et Studies ici ont 6t6 reconnus 
comme 6tant infectfis par HIV-2 alors qu'aucun n'etait 

^5 infecte par HIV-1, le nouveau virus HIV-2 pourrait fetre la 
cause majeure du SIDA en Afrique de 1 'Quest. 

Les symptdmes du SIDA lies 4 HIV-2 ne sont pas 
diffSrents de ceux du SIDA lies 4 HIV-I en Afrique Cen- 
trale : Le symptcSme le plus commun consiste dans des 

2Q diarrhSes chroniques, avec perte importante de poids, 
troubles dUs la plupart du temps a Isospora belli et/ou 
Cryptosporidium. La frequence d'autres infections sou- 
daines, telles que des candidoses, des microbactSries 
(incluant M. tuberculosis) et des toxoplamoses comparable 

25 4 ce que I'on reconnaissait chez les Africains atteints 
d'un SIDA li6 a HIV-1. La pneumonie du type Pneumocystis 
carinii, consid6r6e comme une complication trds commune 
chez les malades atteints du SIDA aux USA et en Europe, a 
ete d6cel4e seulement une fois lors de notre 6tude, et des 

3Q * mSningites de type cryptococcal n*ont pas et6 d6tectees. 

Neanmoins, les anomalies immunologiques d6celees 
parmi des patients atteints de SIDA lie a une infection 
par HIV-2 sont identiques i celles dScrites lors de SIDA 
116 a HIV-1 
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Paxmi les 30 patients qui possedaient dans leux 
sSrum des anticoxps rdagissant avec les antigenes HIV-2r 
seuls 7 <J ' en-tre-eux avaient des antlcorps spScifiques 
contre HIV-1 d^tectables par des tests IFA ou ELISA. Lors 
2 d*un test RIPA, on observe que ces 7 patients pr6sentent 
des antlcorps rdagissant contre les protSines majeures du 
noyau p25 (HIV-1) ou p26 (HIV-2),. 

qui ont en commun des Epitopes fortement immiinoreactif s . 5 
patients ne presentent pas de tels antlcorps : ces 5 
patients ont des reponses negatives k des tests ELISA 
vis-4-vls de HIV-1. 2 d'entre eux ont des rfiponses ne- 
gatives k des tests IFA et 3 d'entre eux ont des r6ponses 
trds falbles. Cependant, bien que certains d'entre eux 
n'aient pas 6t6 totalement 6tudi6sr 9 patients ont 6te 

^5 observes qui poss6dalent dans leur s6rum des antlcorps de 
la proteine virale p26 du noyau de HIV-2 et qui pr6sen- 
taient une reaction f alble ou line reaction negative k des 
tests IFA ou ELISA specif iques de HIV-1. Ces rdsultats 
font ressortir 1 ' importance de 1 ' incorporation d'antigSne 

2Q HIV-2 dans des tests s6rologiques HIV utilises en Afrique 
et peut-^tre dans d'autres endroits. 

Un retrovirus a 6t6 isol6 des lymphocytes p6rl- 
pheriques de 11 patients. Dans tous les cas la croissance 
virale a 6t6 obtenue en 2 semaines, caract6ris6e par la 

25 presence d'une activity de transcriptase inverse dans le 
surnageant de culture et par un effet cytopatog^nique . 
Cependant, cet effet cytopatogfenique est apparu d' impor- 
tance variable pour les differents isolats : certains 
isolats prfesentaient un nombre important de syncytia de 

30 grande taille accompagn6 d'une lyse cellulaire importante, 
alors que d'autres pr^sentaient seulement peu de syncytia 
de taille limitee, et affectant rarement la viability de 
la culture. 

Tous les ARNs sauf celui d'un unique isolat 
35 hybrident avec une sonde d6rlv6e d'un ADNc clone de HIV-2 
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repr&sentani: la tezminaison 3' du genome, dans des 
conditions de fortes stxingences. Aucun n'hybride avec une 
sonde HIV-1 dans les mSmes conditions. Ceci dexaontre que 
les isolats infectant ces patients appartiennent au m^me 
type de virus. Un isolat seulement hybride mais rarement 
avec une sonde HIV-2 i la fois dans des conditions de for- 
te et de faible stringence, et n'hybride pas avec HIV-1. 
Ce virus a cependant 6td isolS chez un patient possedant 
dans son s6ruin des anticorps capables de rSagir avec tous 
les antigdnes de HIV-2 lors d'un test RIPA. 

D'une facon g6n6ralei 1' invention concerne, outre 
le virus HIV-2 et ses variants, tout virus equivalent 
infectieux pour I'homme presentant des caracteristiques 
immunologiques propres au HIV-2. D*une fa^on genSrale, 
1' invention concerne tout virus qui, outre les propriStSs 
que possede les virus HIV-2 deposes a la CNCM, presente 
encore les caractSristiques suivantes. 

La cible pr^f erentielle du retrovirus HIV-2 est 
constitute par les cellules Leu 3 (ou lymphocytes T4) 
humaines et pour des cellules "immortalisSes" derivtes de 
ces lymphocytes T4, par exemple les cellules des lignSes 
HnT-78 considSrtes dans le cadre de cette demande. En 
d'autres termes, il a un tropisme specif ique pour ces 
cellules. II peut ^tre cultiv6 dans des lignSes permanen- 
tes du type HUT, CEM, MOLT ou analogue exprimant la 
prot6ine T4. II n'est pas infectieux pour les lymphocytes 
T8. II est cytoxique pour les lymphocytes T4 humains. Le 
caractire cytopathique des virus HIV-2 d l'6gard des 
lymphocytes T4 se manifesto notamment par 1' apparition de 
cellules multinuclees. II a une activity de transcriptase 
inverse ntcessitant la presence d'ions Mg^"*" et pr6sentant 
une forte affinity pour le poly (adenylate-oligodtoxy- 
thymidylase ) ( poly ( A ) -oligo 

(dT) 12-18). II a une density d' environ 1,16 dans un 
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gradient de sucrose. II a un diametre moyen de 140 
nanometres et un noyau ayant un diametre moyen de 41 
nanometres. Les lysats de ce virus contiennent une pro- 
t^ine p26 qui ne croise pas immunologiquement avec la 
proteine p24 du virus HTLV-I ou du virus HTLV-II . Ces 
protdines p26 prSsentent done un poids moleculaire un peu 
plus eievee (d' environ 1000) que les p25 correspondantes 
des HIV-1 et un peu moins SlevSed (de nouveau de I'ordre 
d' environ 1000} que les p27 correspondemtes des SIV. Les 
lysats de HIV-2 contiennent en outre une protSine p1€ qui 
n*est pas reconnue immunologiquement par la protSine p19 
de HTLV-I ou de HTLV-II dans des essais de radioimmuno- 
precipitation RIPA (abr6viation de 1* expression anglaise 
"radioimmunoprecipitation assay"). lis contiennent en 
outre une glycoprot6ine d'enveloppe ayant un poids 
moleculaire de I'ordre de 130.000-140.000 qui ne croise 
pas immunologiquement avec la gp110 du HIV-1, mais qui, 
par contre, croise immunologiquement avec la glycoproteine 
d'enveloppe gp140 de STLV-III. Ces lysats contiennent 
encore des protSines ou glycoproteines i marquables par la 
S-cysteine, ayant des poids moleculaires respectivement 
de I'ordre de 36.000 et 42.000-45.000. L'ARN g6nomique de 
HIV-2 n'hybride pas avec I'ARN gSnomique de HIV-1 dans des 
conditions stringentes. Dans des conditions non strin- 
gentes, il n'hybride, ni avec la sequence nucl6otidique 
derivSe de HIV-1 et contenant le gene env et le LTR qui le 
jouxte. En particulier il n'hybride pas avec la sequence 
de nucleotides 5290-9130 de HIV-I, ni avec des sequences 
de la region nol du genome de HIV-1 , en particulier avec 
la sequence de nucleotides 2170-2240. Dans des conditions 
non stringentes, il hybride faiblement avec des sequences 
de nucleotides de la region de HIV-1, notamment les 
sequences de nucleotides 990-1070 et 990-1260. 

II est 4 remarquer que tout retrovirus infectieux 
pour I'homme susceptible d'induire un SIDA ayant les 
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propri6t6s essentiellea susdites et dont I'ARN g^nomique 
est susceptible de s'hybrider dans les conditions 
stringentes avec ceux des souches virales de HIV-2 
dSpos^es k la C.N. CM, (ou avec un cAON ou fragment de 
5 cADN d4riv6s de ces ARNs gSnomiques doit Stxe considers 
comme un Equivalent de HIV-2. 

L' invention concerne encore chacun des antigenes, 
notamment proteines et glycoprot^ines 4 l'6tat purifie, 
tels qu'ils peuvent ^tre obtenus d partir de HIV-2. On 
parle de protfeines ou glycoprot^ines "purifiSes" lorsque 
ces proteines ou glycoprotSines ne conduisent respecti- 
vement qu'i des bandes uniques en 61ectrophorese sur gel 
de polyacrylamide, notamment dans les conditions exp6ri- 
mentales qui ont 6te indiqu6es plus haut. Tout proc6d6 

15 appropri6 de separation et/ou de purification pour obtenir 
chacune d'entre elles peut ^tre utilis6. On mentionnera k 
titre d'exemple de technique pouvant ^tre mise en oeuvre 
celle d6crite par R.c. MONTELARO et Coll., J. of Virology', 
juin 1982, pp, 1029-1038. 

20 D'une fagon gSnerale, 1' invention concerne tous 

antigenes, notamment proteines, glycoprotSines ou polypep- 
tides issus d'un HIV-2 et ayant des propri6t6s 
immunologiques 6quivalentes a ceux ou celles du HIV-2. 
Deux antigdnes sont dits "Equivalents" dans le cadre de 

25 cet exposE, des lors qu'ils sont reconnus par les manes 
anticorps, notamment d'anticorps isolables k partir d'un 
serum obtenu & partir d'un patient ayant fait une 
infection avec un HIV-2, ou des lors qu'ils rEpondent aux 
conditions "d' Equivalence immunologique" indiquEes 

3Q ci-apres. 

Parmi les polypeptides, proteines ou glycoprotEi- 
nes Equivalents, doivent Etre rangEs des fragments des 
antigenes qui precedent (ou des ppeptides reconstituEs par 
synthEse chimique), dEs lors qu'ils donnent lieu d des 
35 rEactions immunologiques croisEes avec les antigEnes dont 
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lis sont ddrivSs* En d'autxes termes, 1* invention concerne 
tout: polypeptide ayant, en commun avec les susdits anti- 
gSnes, des Epitopes identiques ou semblablesr susceptibles 
d'etre reconnus par les mSmes anticorps. Font partie de ce 
g dernier type de polypeptides les produits d' expression de 
sequences correspondantes des AONs codant pour les 
sequences polypeptidiques correspondantes. 

Le virus HIV-2 s'est av^re utilisable comme source 
d'antigSnes pour la detection d' anticorps chez toutes 
personnes ayant 6t6 niises en contact avec le virus HIV-2. 

D'une fagon g6neraler 1' invention concerne toute 
composition utilisable pour le diagnostic de la presence 
dans un s^rum fluide biologique, notamment de personnes 
ayant 6te mises au contact de HlV-2, d* anticorps contre 
I'un au moins des antigfines de HIV-2. Cette composition 
peut ^tre appliquSe au diagnostic s^lectif de la vari6t6 
correspondante du SIDA, en mettant en oeuvre les techni- 
ques de diagnostic, telles que d^crites dans la demande de 
brevet europeen cit6e ci-dessus, si ce n'est que l*on 

2Q utilise des extraits, lysats ou encore antigSnes purifies 
de HIV-2 au lieu de ceux de HIV-I. A cet 6gard, I'inven- 
tion concerne plus particuliSrement des compositions con- 
tenant I'une au moins des prot6ines p12, p16, p26, s'agis- 
sant des protSines internes , ou 1 ' une au moins des 

25 glycoproteines p36 ou gp140. On mentionnera a titre 
d'exemples de compositions, ' celles qui contiennent 
simultanSment : 

- la p26 et la gp36, 

- la p26, les p36 et gp140 
3Q - les p12, p16 et p26, 

- les p16, p26 et gp 140 

II va de soi que ces compositions n'ont que valeur 
d'exemples. En particulier, 1' invention concerne les ex- 
traits ou lysats viraux contenant 1* ensemble de ces pro- 
35 teines et/ou glycoproteines ou toutes fractions dont 
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auront au prSalable sSparees une ou plusieurs des pro- 
twines ou glycoprotSines susdites. 

L' invention concerne encore des compositions asso- 
ciant des protdines et/ou glycoproteines d'un HIV-2, avec 
5 des proteines et/ou glycoproteines d'un HIV-1, par 
exemple : 

- soit des proteines du noyau (core) de HIV-1 et 
de HIV-2, notamment les p25 d'un HIV-1 et p26 d'un HIV-2, 
ou encore soit la p18 d'un HIV-1 et la p16 d'un HIV-2,. 
-10 - soit des glycoproteines d'enveloppe d'un HIV-1 

et des glycoproteines d'enveloppe d'un HIV-2, notamment la 
gp110 de HIV-1 et la gp140 de HIV-2, ou encore la p42 de 
HIV-1 et la p36 ou p42-45 de HIV-2, 

soit naturellement des melanges de proteines 
^5 et/ou glycoproteines d'un HIV-1 et de proteines et/ou 
glycoproteines d'un HIV-2. 

De telles compositions, utilisees pour le diag- 
nostic, permettent par consequent des operations de diag- 
nostic du SIOA ou des symptdmes qui lui sont associes, qui 
2Q s'etendent sur un plus large spectre des agents etiologi- 
ques responsables . II va sans dire que 1' utilisation pour 
les operations de diagnostic de compositions qui ne con- 
tiennent que des proteines et/ou glycoproteines de HIV-2 
n'en reste pas moins utile pour des diagnostics plus se- 
25 lectifs de la categorie de retrovirus qui peut fetre tenue 
pour responsable de la maladie. 

L' invention concerne encore les ADNs ou fragments 
d'ADNs, plus particulierement ADNs et fragments d'ADNs 
clones obtehus 4 partir de I'ARN ou de cADNs derives de 
3Q I'ARN du retrovirus HIV-2. L' invention concerne encore 
particulierement tous ADNs equivalents, notamment tout ADN 
presentant des homologies de sequences avec I'ADN du 
HIV-2, en particulier avec les sequences codant pour les 
regions ^ns et ppl de la souche de HIV-2 deposee a la 
35 C.N. CM., au moins egales k 50\, de preference 4 70%, et 
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plus avantageusement encore a 90 %. D'une fac:on g6n6raler 
on dira encore que 1' invention concerne tout ADN (ou ARN) 
Equivalent capable d'hybrider avec I'ADN ou I'ARN du HIV-2 
dans la technique du "spot blot" dans des conditions non 
stringentes telles que definies ci-dessus. 

L' invention concerne de la m^me fa^on les s6rums 
susceptibles d'etre produits chez 1' animal par inoculation 
k celui-ci de HIV-2. L' invention concerne done plus par- 
ticulierement les anticorps polyclonaux plus specifique- 
ment orientSs centre chacun des antigSnes , notamment pro- 
twines 6u glycoprotfeines du virus. Elle concerne aussi les 
anticorps monoclonaux qui peuvent etre produits par des 
techniques classiques, ces anticorps monoclonaux 6tant 
orientes respectivement plus spficifiquement centre les 
diff6rentes prot6ines du HIV-2. 

Ces anticorps polyclonaux ou monoclonaux sont uti- 
lisables dans diff6rentes applications. On mentionnera 
essentiellement leur utilisation pour neutraliser les 
prot6ines correspondantes , voir inhiber 1 ' inf ectivitfe du 
virus entier. lis peuvent Egaleraent Stre utilises, par 
exemple, pour mettre en Evidence des antigEnes viraux dans 
les preparations biologiques ou pour rEaliser des opera- 
tions de purification des proteines et/ou glycoprotEines 
correspondantes, par exemple par leur utilisation dans des 
colonnes de chromatographie d'affinitd. 

II est entendu que, d'une facon g6n6rale, la lit- 
tErature technique disponible (notamment celle dont les 
r6f Erences bibliographiques sont rappelees dans le cadre 
de la presente description) en ce qui concerne le HIV-1 et 
le virus dSnomme HTLV-III doit Stre considErEe comme 
faisant partie de la prEsente invention, des lors que les 
techniques dEcrites par cette littErature s'appliquent 
dans des conditions semblables A I'isolement du virus 
HIV-2 ou de virus Equivalents, 4 I'obtention it partir de 



35 



wo 87/04459 



PCT/FR87/00025 



53 

ces virus de leurs diff6rents constituants (notanunent pro- 
t6ines, glycoprot6ines , polypeptides, acides nucl6iques). 
On peut 6galement faire appel aux enseignements de cette 
litt6rature technique pour ce qui est de 1' application des 
diff^rents constituants concern^s, notamment k des opera- 
tions de diagnostic des formes correspondantes de SLA ou 
de SIDA. 

La pr^sente invention concerne plus particuliere- 
ment un proc6d6 de diagnostic In vitro du SIDA, qui com- 
prend la mise en contact d'un s^rum ou d'un autre milieu 
biologique provenant d'un malade faisant I'objet du diag- 
nostic avec une composition contenant 1 ' une au moins des 
protSines ou glycoprotSines du HIV-2, ou encore un extrait 
ou lysat du virus, et la detection de la reaction immuno- 
logique. Des exemples de telles compositions ont 6te 
indiques plus haut. 

Des methodes pr^ferees mettent en jeu par exemple 
des reactions immunoenzymatiques de type ELISA ou d'immu- 
nof luoresence* Les titrages peuvent €tre des mesures par 
immunofluorescence directe ou indirecte ou des dosages 
immunoenzymatiques directs ou indirects. 

Ainsi la prSsente invention est 6galement relative 
4 des extraits de virus (soit d'un extrait d'un ou plu- 
sieurs HIV-2 seulement, soit d'un melange d' extraits 
originaires d'un ou plusieurs HIV-2, d'une part, et d'un 
ou plusieurs HIV-1, d' autre part), ces extraits 6tant 
marques. On peut utiliser tout type de marqueur appropri^ 
: enzymatique, fluorescent, radioactif , etc. . 

De tels titrages comprennent par exemple : 

- le depdt de quantites determin§es de 1' extrait ou des 
compositions vis6es conformes a la pr6sente invention dans 
les puits d'une microplaque de titrage ; 

- 1 • introduction dans ces puits de dilutions croissantes 
du serum contenant essentiellement les anticorps dont la 
presence doit etre d6tectee in vitro ; 
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- 1' incubation de la microplaque ; 

- le lavage soigneux de la microplaque avc un tampon ap- 
propri6 ; 

- 1 ' introduction dans les puits de la microplaque d'anti- 
2 corps marquSs spScifiques d'immunoglobulines humaines, le 

marquage Stant r^alisS par une enzyme choisie parmi celles 
qui sont capables d*hydrolyser un substrat de telle sorte 
que ce dernier subit alors une modification de son absorp- 
tion des radiations, au moins dans une bande de longueurs 
d'ondes d^terminSe et 

- la detection, de pr^fSrence de fagon comparative par 
rapport A un t§moin, de 1' importance de I'hydrolyse du 
substrat en tant que mesure des risques potentiels ou de 
la presence effective de la maladie. 

^5 La pr6sente invention est 4galement relative k des 

nSessaires ou "kits" pour le diagnostic ci-dessus, les- 
quels comprennent : 

- un extrait ou une fraction plus purifi6e des types de 
virus indiquSs ci-dessus, cet extrait ou fraction etant 

2Q marqu6, par exemple de fagon radioactive, enzymatique ou 
immunofluorescence ; 

- des anti-immunoglobulines humaines ou une protSine A 
(fixfee de fagon avantageuse sur un support insoluble dans 
I'eau, tel que des billes d' agarose) ; 

25 - un extrait de lymphocytes obtenus d partir d'une 
personne en bonne santS ; 

- des tampons et, le cas 6ch6auit, des substrats pour la 
visualisation du marquage, 

De ce qui precede, il r§sulte que 1' invention 
3Q concerne le diagnostic du virus HIV-2 ou d'un variant 
grtce a la mise en oeuvre des sondes decrites prec6demment 
dans un proc6d6 faisant appel k diff ^rentes 6tapes 
rappelees ci-apres, ces Stapes etant specif iquement pre- 
vues pour faire apparaitre les propri6t6s caract6ristiques 
du virus HIV-2. 
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L' invention concerne naturellement aussi 1' uti- 
lisation des cADNs ou de leurs fragments (ou de recom- 
binants les contenant) en tant que sondes, pour le diag- 
nostic de la presence ou non de virus HIV-2 dans des 
Schantillons de s6rums ou d'autres liquides ou tissus 
biologiques obtenus A partir de patients suspectfis d'fetre 
porteurs du virus HIV-2. Ces sondes sont de preference 
marqu&es 6galement (marcjueurs radio-actif s , enzymatiques , 
f luorescents, etc.). Des sondes particuli^rement 
interessantes pour la mise en oeuvre du procddS de 
diagnostic du virus HIV-2 ou d'un variant de HIV-2 peuvent 
etre caract6ris6es en ce qu'elles comprennent la totality 
ou une fraction de I'ADNc complementaire du genome du 
virus HIV-2 ou encore notamment les fragments contenus 
dans les divers clones identifies ci-dessus. On 
mentionnera plus particulierement une fraction de I'ADNc 
de HIV-2 contenu dans le clone E2, plus particulierement 
la sequence de I'extr6mit6 3* (LTR) et/ou de I'extr^mite 
5' de la sequence HIV du clone E2 precit6, ou encore 
I'ADNc contenant la region snSLi de I'ADNc du virus HIV- 2. 

Les sondes mises en oeuvre dans ce procedS de 
diagnostic du virus HIV-2 et dans les kits de diagnostic, 
ne sont en aucune fagron r6duites aux sondes d6crites 
precedemment . Elles comprennent au contraire toutes les 
sequences nucl6otidiques issues du g6nome du virus HIV-2 , 
d'un variant de HIV-2 ou d'un virus proche par sa 
structure, des lors qu* elles permettent la detection dans 
des fluides biologiques de personnes susceptibles de 
d^velopper un SIDA d'anticorps dirig6s centre un HIV-2. 
Naturellement 1 'utilisation de sequences nuclSotidiques 
issues d'un HIV-2, initialement infectieux pour I'homme, 
est n&anmoins prSferSe. 

La detection peut etre r^alis^e de toutes fagons 
en soi connues, notamment par une mise en contact de ces 
sondes soit avec les acides nucleiques obtenus k partir 
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des cellules contenues dans ces scrums ou au^res milieux 
biologiques , par exemple liquides cSphalo-rachidiens # 
salive, etc*., soit avec ces milieux, eux-mdmes dds lors 
que leurs acides nuclSiques auron-t &t.& rendus accessibles 
g k 1 ' hybrida-tion avec ces sondes, et ce dans des conditionsf 
permettant: 1 ' hybridation entre ces sondes et ces acides; 
nuclSiques et par une detection de 1 • hybridation 
6ventuel lament produite. Le susdit diagnostic mettant en 
jeu des reactions d * hybridation peut Sgalement Stre r6a-. 
lxs6 d I'aide de melanges de sondes respectivement origi- 
naires d'un HIV-1 et d'un HIV-2, des lors qu'il n'est pas, 
necessaire de faire une difference entre le type de virus 
HIV recherche. 

D'une fagon gSn^rale, le procede de diagnostic de 
la presence ou non du virus HIV-2 ou d'un variant dans des 
echantillons de scrums ou d'autres liquides ou tissus 
obtenus k partir de patients suspectSs d'etre porteurs du 
virus HIV- 2 comprend les Stapes suivantes : 

1) la fabrication d*un sonde marquee, 
2Q 2) au moins une Stape d ' hybridation conduite dans 

des conditions stringentes, par mise en contact de I'ADN 
de cellules de 1 ' Schantillon du patient suspect avec 
ladite sonde, marquee sur une menmbrane appropriee, 

3) le lavage de ladite membrane avec une solution 
25 assurant la conservation de ces conditions stringentes de 

1 • hybridation , 

4) la detection de la presence ou non du virus 
HIV-2 par une mSthode d ' immunodetection . 

Dans un autre mode de realisation pref ere du 
30 proc6d6 selon 1' invention 1 ' hybridation prficitee est 
conduite dans des conditions non stringentes et le lavage 
de la membrane est r6alis6 dans des conditions adapt§es a 
celles de 1 •hybridation. 

L' invention ' concerne en particulier les virus 
35 HIV-2, caracterisSs par le fait que leur ARN viral est en 
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correspondance avec un ADNc dont les regions con-benant les 
gdnes gag et env comportent respectivement les sequences 
nucl6otidiques qui suivent (GAGHODN et ENVRll) . Elles r6- 
sulteii-b du s^quengage des regions correspondantes de 
l*ADNc correspondant au genome de HIV-2 ROD. Elles sont 
mises en correspondance avec les acides amines qu' elles 
codent. 
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GAGRODH 



MetGlyAlaArgAsaSerValLeuArgGlyLysLysAlaAspGlu 
ATGGGCGCGAGAAACTCCGTCTTGAGAGGGAAAAAAGCAGATGAA 
' • • • , 

LeuGluArglleArgLeuArgProCljGlyLysLysLysryrArg 

TTAGAAAGAATCAGGTTACGGCCCGGCGGAAAGAAAAAGIACAGG 
• • • • ■ » ■ , ^ 

LeuLysHisIleVallrpAlaAlaAsnXysLeuAspArgPheGly 

CTAAAACATATTGTGTCGGCAGC6AATAAAITGGACAGATTCGGA 
100 . , . , 

LeuAlaGluSerLeuLeuGIuSerLjsGluClyCysGlnLysIle 
ITAGCACAGAGCCTGTIGGAGTCAAAAGAGGGTTGTCAAAAAAtT 

LeuXhrValLeuAspProMetValProThrGlySerCluAsuLeu 
CTTACACTTTTAGATCCAAXGGTACCGACAGGTTCAGAAAATTTA 

200 .-. . 

LysSerLeuPheAsnThrValCysValllelrpCyslleEisAla 
AAAAGTCXTTITAATACTCTCTGC6XCATITGGTGCATACACGCA 

6luGluLysValLysA8pThrGluGlyAlaLy861aIle7alArg 
GAAGAGAAA6TGAAAGATACTGAAGCACCAAAACAAAXAGTGC6G 

ArgHisLeuValAlaGluThrGlyThrAlaGluLysMetProSer' 
AGACATCXAGTGGCAGAAACAGGAACTGCAGAGAAAATGCCAAGC 

• ■• • • •• ■ , , 

ThrSerAxgProThrAlaProSerSerGluLysGlyGlyAsnTyr 
ACAAGTAGACCAACAGCACCATCTAGC6AGAAGGGAGGAAATTAC 

• • ' , 400 

n?If^*^''^"^*^^^y®^y^*'^^y'T^»fHisIleProLeuSer 
CCA6T6CAACATGTAGGCCGCAACTAGACCCATAIACCGCTGAGI 

• ■•• • . .. 
ProArgThrLeuAsnAlaTrpValLysLeuValGluGluLysLys 
CCCCGAACCCTAAAIGCCTGGGTAAAATXAGTAGAGGAAAAAAAG 

* " ' • ... , 

PheGlyAlaGluValValProGlyPheGlnAlaLeuSerGluGly 

XXCGGGGCAGAAGXAGIGCCAGGAIXXCAGGCACXCXCAGAAGGC 
^500 . . ... 

CysThrProXyrAspIleAsnGlnMetLeuAsnCysValGlyAsp 
XGCACGCCCIAIGAIAXCAACCAAAXGCXIAAXIGXGXGGGCGAC 

HisGlnAlaAlaHetGlnllelleArsGluIlelleAsnGluGlu 

CAICAAGCAGCCAXGCAGAXAAXCAGGGAGAIXAICAAXGAGGAA 
► fiOO , , 

AlaAlaGIuItpAspValGlnHisProIleProGlyProLeuPro"^' 
GCAGCAGAATGGGAXGXCCAACAICCAAIACCAGGCCCCXXACCA 

AlaGlyGlttLeoArgGlttProArgGlySerAapIleAlaGlyXhr 
CCGGGGCACCTIAGAGAGCCAAGGGGAXCTGACAXAGCAGGGACA 

700 .. 

TlirSerlhrValGlttGlttGlalleGlnlrpMetPheArgProGln 
ACAAGCACACXAGAAGAACACAICCAGXGCAIGXXXAGGCCACAA 
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10 



15 



20 



AsaProValProValClyAanlleTyrArgArgTrpIleCliirit 
AATCCTGTACCAGTAGCAAACATCTATAGAAGATGGAICCAGATA 
• . 800 , 

GlyLeuGlnLysCysValArgMetTyrAsnProThrAsnlleLeu 
GGATTGCA6AAGT6TGTCAGGATGTACAACCCGACCAACATCCTA 

• • • . 
AaplleLysGlnGXyProLysGluProPheGlnSerTyrValAsp 
6ACATAAAACAGGGACCAAAGGAGCCGTTCCAAAGCTATGTAGAI 

• • . , 900 
ArgPheTyrLysSerLeuArgAlaGluGlaThrAspProAlaVal 
AGAITCTACAAAAGCXTGAGGGCAGAACAAACAGATCCA6CAGTC 

• • • • • . 
LysAsnTrpMetThrGlnTlirLeaLeuValGliiAsnAlaAsnPro 
AAGAATTGGATGACCCAAACACTGCTAGTACAAAATGCCAACCCA 

• • • . . » 

AspCysLysLeuValLeuLysGlyLettGlyUetAsnProThrLen 

■«ACTGTAAATIAGTGCIAAAAGGACTAGGGATGAACCCTACCTTA 
1000 ... 

GluGluMetLetiTlirAlaCysGlnGlyValGlyGlyProGlyGltt 

GAAGAGAIGCTGACCGCCTGTCAGGGGGTAGGTGGGCCAGGCCAC 

_ • ■ • • • • 

LysAlaArgLeuHetAlaGlttAlaLeuLysGluVallleGlyPro 

AAAGCTAGATTAATGGCAGAGGCCCTGAAAGAGGTCATAGGACCT 
1100 . . . . 

AlaProIleProPheAlaAlaAlaGlnGlnArgLysAlaPheLya 
GCCCCTATCCCATTCGCAGCAGCCCAGCAGAGAAAGGCATTTAAA 

CysTrpAsnCysGlyLysGluGlyHisSerAlaArgGlnCysArg 
TGCTGCAACTGTGGAAA6GAAGGGCACTCGGCAAGACAAIGCCGA 

1200 

AlaProArgArgGlnGIyCysTrplysCysGlyLysProGlyHia 
GCACCTAGAAGGCAGGGCTGCTGGAAGT6TGGTAAGCCAGGACAC 

• • " • • .• , 
IleMetXhrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPheLeuGlyLett 
ATCATGACAAACTGCCCAGAXAGACAG6CACGTTTTTTAGGACTG 

... 1300 

GlyProTrpGlyLysLysProArgAsnPheProValAlaGInVal 

GGCCCTTGGGGAAAGAAGCCCCGCAACTTCCCCGTGGCCCAAGTT 

' • • • • • 

ProGInGlyLeuThrProThrAlaProProValAspProAlaVa'l 

CCGCA6GGGCTGACACCAACAGCACCCCCAGTGGAXCCAGCAGXG 

' ■ • • • ' • • . • •• 

AspLeuLeuGIuLysXyrlletGlnGlnGlyLysArgGlnArgGlu 

GAXCXACXGGAGAAAXAXAXGCAGCAAGGGAAAAGACAGAGA6A6 
1400 ... 

GlttArgGluArgProIyrLysGIuVallhrGluAspLeuLeuHis 
CAGAGAGAGAGACCAXACAAGGAAGXGACAGAGGACIXACXGCAC 

• • . 

LeuGlttGlnGlyGlalhrProXyrArgGIuProPpoIhrGluAap 
35 CTCGAGCAGGGGGAGACACCAXACAGGGAGCCACCAACAGAGGAC 
• • 1500 

LeoLeuHisLeuAsnSerLeuPbeGlyLysAspGln 
XXGCXGCACCXCAAIXCXCXCITXGGAAAAGACCAC 
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EN7EH 



UecMetAsiiGIiiLeuLeuZleAlaIleI.euLeuAlaSerAlaCy» 
ATGATGAATCAGCTCCTTATTGCCATTTTATTAGCTAGTGCTTGC 

LeuValTyrCysThrGlnTyrValThrValPheTyrGlyValPro 
TTAGTATATTGCACCCAATATGTAACTGTTTTCTATGGCGTACCC 

• ■ • • • « 

XhrTrpLysAsnAlaThrlleProLeuFheCysAlaXhrArgAsn 
ACGTGGAAAAATGCAACCATTCCCCTCTTTTGTGCAACCAGAAAX 

lao • . 

ArsAspThrXrpGIylhrlleGlnCysLeaProAspAsnAspAsp 
AGGGAXACXXGGGGAACCAXACAGTGCtXGCCXGACAAXGAXGAI 

• • « • • 
XyrGInGluIleXhrLeuAsnValThrGluAIaPheAspAlaXrp 
XAXCAG6AAAXAACXTXGAAXGXAACAGAGGCXXXXGAXGCAXG6 

200 « . • 

AsnAsxiThrValXlirGLuGlnAlalleGluAspValXrpEisLeu 
AAX AATA C A6XAACAG AA CAAQ C AAX A G AA G AX G X C XGGC AX C XA 

PheGIuXhrSerlleLjsFroCysValLysLeuXhrFroLeuCys 
IICGAGACAXCAAXAAAACCAXGXGXCAAACXAACACCXXXAXGX 

300 

ValAlaMetLysCysSerSerXlirGlaSerSerXhrGlyAsnAsn 
GXAGCAAXGAAAXGCAGCAGCACAGAGAGCAGCACAGGGAACAAC . 

• •• . • • ' » 
IhrXhrSerLysSerXhrSerXhrXhrXhrlbrXhrProXlirAsp 
ACAACCXCAAAGAGCACAAGCACAACCACAACCACACCCACAGAC 

• . # • 400 
GInGluGlsGlttlleSerGluAspXbrProCysAlaArgAlaAsp 
CAGGAGCAAGA6AXAAGXGAGGAXACXCCAXGCGCACGC6CAGAC 

• • • • • 
AsnCysSerGlyLeuGlyGluGluGlttXhrlleAsnCysGlaPhe 
AACXGCXCA66AXXGGGAGAGGAAGAAACGAXCAAXXGCGAGXXC 

• • • • 
Asnl-IetXhrGlyXeuGluArgAspLyslysLysGlaXyrAsnGltt 
AAX AX G A C AG GAXXAGAAAGA G AXAAGAA AA AA C AG XAXAAX GAA 

500 

XhrXrpXyrSerLysAspValValCysGluXhrAsnAsnSerXhr 
ACAXGGXACXjCAAAAGAXGXGGXXXGXGAGACAAAXAAXAGCACA 

AsnGInXhrGlnCysXyrHetAsnEisCysAsaXhrSerVallle 
AAXCAGACCCAGXGXXACAXGAACCAXXGCAACACAXCAGXCAXC 
« » 600 • • • 

XhrGIuSetCysAspLysEisXyrXrpAspAlalleArgPheArg 
ACAGAAXCATGXGACAAGCACXAXXGG6AXGCXAXAAGGXXXAGA 

« • • • 

TyrCysAlaProProGlyXyrAlaLeuLeuArgCysAsnAspXhr 
XACXGXGCACCACCGGGXXAXGCCCXAXXAAGAXGXAAXGAXACC 

700 

AsnXyrSerGljPbeAIaProAsaCysSerLyaValValAlaSer 
AAXXAXXCA6GCXXX6CACCCAACXGXXCXAAAGXAGXAGCXXCX 
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ThrCysThrArgMetHetGluThrGlnThrSerThrTrpPheGly 

ACATGCACCAGGATGATGCAAACGCAAACTTCCACATGGTTTGGC 

• • . 800 , 

PheAsnGlyThrArgAlaGluAsaArgThrTyrlleTyrTrpHis 
TTTAAXGGCACTAGAGCAGAGAATAGAACATATATCTATTGGCAI 

• • • • 
GljArgAspAsnArgThrllelleSerLeuAsnLysIyrlyrAsn 
GGCAGAGATAATAGAACTATCATCAGCTTAAACAAATATTATAAX 

• • • . 900 

leoSerLeuEisCysLysArgProGlyAsnLysThrValLysGla 
CTCAGTTTGCATTGTAAGAGGCCAGG6AATAAGACAGTGAAACAA 

• • • • , 

IleMetLeuMetSerGlyHisValPbeHisSerHisTyrGlnPro 

ATAATGCTTATGTCAGGACATGTGTTTCACTCCCACTACCAGCCG 

• • • . 

IleAsaLysArgProArgGlnAlalrpCysTrpPheLysGlyLys 

ATCAATAAAAGACCCAGACAAGCATGGTGCTGGTTCAAAGGCAAA 
.. 1000 

IrpLysAspAlaMetGlnGluValLysThrleuAlaLysHiaPro 
TGGAAAGACGCCATGCAGGAGGTGAAGACCCTTGCAAAACATCCC 

• • • • • . 

^iTyrArgGlyThrAsaAspThrArgAsnlleSerPheAlaAla 

ACGTArAGAGGAACCAATGACACAAGGAATATTAGCTTTGCAGCG 
1100 

ProGlyLysGlySerAspProGluValAlalyrMetTrpThrAsa 
CCAGGAAAAGGCTCAGACCCAGAAGTAGCATACATGTGGACTAAC 

• • • . . 

CysArgGlyGluPheLeuTyrCysAsaHetThrTrpPheLeuAsB 

IGCAGAGGAGACTITCTCTACTGCAACATGACITGGTTCCTCAAT 

1200 

TrpIleGlnAsaLysThrHisArgAsaTyrAlaProCysHisIle 
TCGATAGAGAATAAGACACACCGCAATTATGCACCGTGCCATATA 

• ' • • 

LysGlallelleAsaThrTrpHisLysValGlyArgAsaValTyr 
AAGCAAATAATTAACACATG6CATAAGGTAGGGAGAAATGTATAT 
, • .■ . . 1300 

LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsaSerThrVallhr 
XTGCCTCCCAGGGAAGGGGA6CTGTCCTGCAACTCAACAGTAACC 

SerllelleAlaAsnlleAspTrpGlaAsaAsaAsaG laThrAsa 
AGCATAATTGCTAACATTGACTGGCAAAACAATAATCAGACAAAC 

IleThrPheSerAlaGIuValAlaGluLeuTyrArgLeuGluLea 
ATTACCITTAGTGCAGAGGTGGCAGAACTATACAGATTGGAGTTG 
1^00 . .. . 

GlyAspTyrLysLeuValGlullelhrProIlaGlyPheAlaPro 
6GA6ATTATAAATTCGTAGAAAXAACACCAATTGGCTTCGCACCT 
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ThrLysGluLysArgTyrSerSerAlaHisGlyArgHisThrArg 
ACAAAAGAAAAAAGATACTCCTCXGCTCACGGGAGACATACAAGA 

1500 . 
GlyValPheValLeuGlyPheLeuGlyFheLeuAlaThrAlaGly 
CGTGTGTTCGTGCTAGGGTTCTTGGGTTTTGTCGCAACAGCAGGT 

■ • • • 

SerAlaMetG lyAlaArgAlaSerLeuThrValSerAlaGlttSer 
TCTGCAATGGGCGCXCGAGCGTCCCXGACCGTGTCGGCTCAGICC 

• • 1600 • • 
J^gTbrLeuL euAl aG ly Z 1 e Va IG InG InG laG InG InLeuLeu 
CGGACTXTACTGGCCGGGATAGTGCAGCAACAGGAACAGCTGT7G 

• • - • • 

GACGTGGTCAAGAGACAACAAGAACTGITGCGACTGACCGICTGG 

• . 1700 
ClylhrLysAsnLeuGlnAlaArgValthrAlalleGlttLysTyr 
CGAACGAAAAACCTCCAGGCAAGAGTCACTGC7ATA6AGAAGTAC 

LeuGlnAspGlnAlaArgLeuAsnSerXrpGlyCysAlaPheArg 
CIACAGGACGAGGCGCGGCXAAAXXCAXGGGGAXGXGCGXXXAGA 

• ' • • • 1800 
GlaValCysEisXhrXhrValFroXrpValAsnAspSerLeuAla 
CAAGXCXGCCACACXACXGXACCAXGGGXXAAXGAXXGCXXA6CA 

• • • • . 
ProAspXrpAspAsnHeCXhrXrpGlziGluXrpGluLysGlnVal 
CCXGACXGGGACAAXAXGACGXGGCAGGAAXGGGAAAAACAAGXC 

• ' • • • • 

ArgTy rLeuG luA 1 aA s'nl 1 e S e rLy'i S Vr LVuG iu G I'nA 1 a'G In ' 
CGCIACCT66AGGCAAATATCA6TAAAAGTTTA6AACA6GCACAA 
1900 

KleGlaGInGlttLysAsnHetlyrGluLettGlnLysLeoAsnSer 
ATTCAGCAA6AGAAAAATATGTAT6AACTACAAAAATTAAATAGC 

» • • • • • 

TrpAspIlePheGlyAsnXrpPheAspLeuXhrSerXrpValLys 
ICGGAXAXTXXXGGCAAXXGGXXXGACXXAACCXCCXGGGXCAAG 
2000 

XyrlleGlnXyrGlyValLeuIlelleValAlaValXleAlaLea 
SAXAXXGAAXAXGGAGXGCXXAXAAXAGXAGCAGTAAXAGCXXXA 

• • • • • 
^rglleVallleXycValValGluHetLeuSerArgLeuArgLys 
MAAXAGXGAXAXAXGXAGXACAAA7GXXAAGXAGGCXXAGAAAG 

2100 

djXyrArgProValPheSerSerProProGlyXyrlleGlnGln 
ftCCXAXAGGCCXGXXXXCXCXXCCCCCCCCGGXXAXAXCCAACAG 
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IleElsIleSisLysAspArsGlyGlnProAlaAaTiGluGluThr 
ATCCATATCCACAAGGACCGGGGACAGCCAGCCAACGAAGAAACA 

2200 

GluGluAspGlyGlySerAstiGlyGlyAspArgTyrTrpProTrp 
GAAGAAGACGGTGGAAGCAACGGTGGAGACAGATACTGGCCCTGG 
• • • • • 

ProIleAlaXyrlleHisPheLeuIleArsGlnLeuIIeArsLeu 
CCGATAGCATATATACATTTCCTGATCCGCCAGCTGATTCGCCTC 

• • • • 
LeuIhrArgLeuTyrSerlleCysArgAspLeuLeuSerArgSer 
TTGACCAGACTATACAGCATCTGCACGGACTTACTATCCAGGAGC 

2300 . 
PheLeuThrLeuGlnLeuIIelyrGlnAs&LeuArgAspTrpLjeu 
TTCCTGACCCTCCAACTCATCTACCAGAATCTCAGAGACTG6CT6 
• • • • • 

ArgLeuArgThrAlaPheLeuGlttTyrGlyCyaGluTrpIleGlfl 
AGACTTAGAACAGCCTTCTTGCAATATGGGTGCGAGTGGATCCAA 
2400 

GluAlaPbeGlnAlaAlaAlaArgAlaThrArgGluThrLeuAla 
GAAGCATTCCAGGCCGCCGCGAGGGCTACAAGAdAGACTCTTGCG 

• • • • 
GlyAlaCysArgGlyLeuTrpArgValLeuGluArglleGlyArg 
GGCGCGTGCAGGGGCTTGTGGAGGGTATTGGAACGAAXCGGGAGG 

2500 

GlylleLeuAlaValProArgArglleArgGlnGlyAlaGluIle 
GGAATACTCGCGGTTCCAAGAAGGATCAGACAGG6AGCAGAAATG 

• • •. ♦ • 

AlaLeuLeu*'**GIyThrAlaValSerAlaGlyArgLettXyrGlu 
GCCCXCCXGXGAGGGACGGCAGXAXCAGCAGGGAGACXXXAXGAA 

• 2600 • 

lyr SerMetGluGIyProSerSerArgLysGlyGluLysPheVal 
XACXCCAXGGAAGGACCCAGCAGCAGAAAGGGAGAAAAAXXXGXA 

• • • • 
GlaAIaThrLysXyrGIy 
CAGGCAACAAAAXAXGGA 
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Comme deja indiqu6 plus haut, 1* invention concerne 
naturellement tous les HIV-2 dont les ARNs pr^sentent des 
caract6ristiques semblables, en particulier des regions 
aaa et ervn comportant des sequences ayant des homologies 
5 de sequence nucleotidique d'au moins 50%, de preference 
70% et plus avantageusement encore 90% avec les sequences 
crag et env de HIV-2 ROD. 

L' invention concerne plus particulierement les 
fragments d'ADNc qui codent respectivement pour les pro- 
teines p16, p26 et p12 et qui sont 6galement indues dans 
GAGRODN, En particulier elle concerne les sequences s'6- 
tendant : 

- 4 partir du nucleotide 1 jusqu'au nucleotide 405 (codant 
pour p16) 

^5 - d partir du nucleotide 406 jusqu'au nucleotide 1155 (co- 
dant pour p26) etr 

- a partir du nucleotide 1156 jusqu'au nucleotide 1566 
(codant pour pi 2) . 

Elle concerne aussi plus particulierement le frag- 
20 ment d'ADNc codant pour la gp140 indue dans ENVRN et s'e- 
tendant k partir du nucleotide 1 jusqu'au nucleotide 2574, 
Elle concerne egalement les sequences de nucleo- 
tides qui se distinguent des precedentes par des substitu- 
tions de nucleotides mettant a profit la degenerescence du 
25 code genetique, des lors que ces substitutions n'entrai- 
nent pas une modification des sequences en acides amines 
que codent lesdites sequences de nucleotides. 

De meme 1' invention concerne les proteines ou gly- 
coproteines dont les sequences en acides amines correspon- 
30 dent A celles qui decoulent des pages precedentes, ainsi 
que les peptides equivalents d savoir des peptides se dis- 
tinguant de ceux qui decoulent des pages precedentes par 
addition, substitution ou deletion d' acides amines qui 
n'affectent pas les proprietes immunologiques globales 
35 desdits peptides. 
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L' invention concerne tout particulierement la 
glycoproteine d'enveloppe presentant la sequence en acides 
amines qui decoule de ENVRN. 

L' invention concerne egalement une composition 
J immunogene caract6ris6e en ce qu'elle est dosee en anti- 
g^ne, tel que la gp 140 du virus HIV-2, de fagon i per- 
mettre 1 'administration de doses unitaires de 10 ^ 500, 
notamment du 50 a 100 mg par kg de corps. 

Enfin 1 ' invention concerne un proc6d6 de fabri- 
cation de I'une des proteines susdefinies (p12, pi 6 ou 
p26) ou d'une proteine ayant la structure de gp140, ou de 
parties determin^es de ces prot6ines, ce proc6d6 6tant 
caracteris6 par 1' insertion de la sequence d'acide nu- 
cleique correspondante dans un vecteur susceptible de 
transformer un hdte cellulaire choisi et de permettre 
1* expression d'un inserat contenu dans ce vecteur, par la 
transformation de cet hdte choisi par ledit vecteur con- 
tenant ladite sequence nucleique, par la culture de I'hbte 
cellulaire transforme et par la recuperation et la purifi- 
2Q cation de la proteine exprimee. 

Les techniques decrites dans la demande de brevet 
europ^en 85.905.513 9 d6pos6e le 18 Octobre 1985 pour la 
production de peptides ou de proteines consistant en des 
produits d* expression de sequences d' acides nucleiques 
25 deriv6es du g6nome de HIV-1 sont applicables 6galement 4 
la production des susdits peptides ou proteines d6riv6s de 
HIV-2. La description de cette demande de brevet europ6en 
doit dtre consid6r6e comme faisant partie de la pr6sente 
demande en ce qui concerne les techniques. 
30 ^ titre indicatif, les poids mol6culaires th6o- 

riques (PM) des proteines de HIV-2 sont indiques, en com- 
paraison avec ceux de HIV-1. 
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10 



PM des protSines 
en kd 


de HIV- 2 


FM des protSines 
en kd 


pour 


gag complet 


58,3 


gag complet 


55,8 


P 16 


15 


P 18 


14,9 


P 26 


27,6 






P 12 


15,8 






env 


98,6 


env 


97,4 


env externe 


57,4 






env transmem- 


41,2 






branaire 









15 



20 



25 



HIV-2 MIR et HIV-2 ROD ont Sgalement 6t6 d6pos6s A 
la "national Collection of Animal Cell Cultures" (ECACC) k 
SALISBURY (Grande Bretagne) le 9 Janvier 1987 sous les 
numeros d'accds 87. 01.1001 et 87. 01 . 1002 respectivement . 

De plus, les plasmides pROD35 et pROD27,5 ont 6t6 
d6pos6s & la "National Collection of Industrial Bacteria" 
(NCIB) 4 ABERDEEN (Grande Bretagne) le 9 janvier 1987 sous 
les numfiros d'accSs respectifs 12.398 et 12.399. 

routes les publications auxquelles il a 6te fait 
r6f6rence dans cette description doivent Stre consid§r6es 
comme faisant partie de cette description. 



30 
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REVEWPXCATI0W5 

1 - Retrovirus HIV-2 ou des variants de ce virus, 
ces r^trovj cus ayant des propri6tes infectieuses vis-a-vis 
des lymphocytes T4 humains, et les proprietSs morphologi- 
ques et immunologiques essentielles de I'un des retrovirus 
deposes a la CNCM sous les n* 1-502, 1-532, 1-642 et 
1-643. 

2 - Retrovirus purif ie selon la revendication 1 , 
caracteris6 par les propriet6s suivantes : 

- la cible pr6f 6rentielle du retrovirus HIV-2 est cons- 
tituee par les cellules Leu3 (ou lymphocytes T4) humaines 
et pour des lignees cellulaires permanentes deriv6es de 
ces lymphocytes T4 ; 

- il est cytotoxique pour les lymphocytes T4 humains qu'il 
infecte ; 

- il a une activite de transcriptase inverse n6cessitant 

2 + 

la presence d'ions Mg et prSsentant une forte activity 
pour le Poly(ad6nylate-oligod6oxythylmidylase) (poly (A) - 
oligo(DT) 12-18) ; 

- il a une density d' environ 1,16 dans un gradient de 
sucrose ; 

- il a un diamdtre moyen de 140 nanometres et un noyau 
ayant un diamitre moyen de 41 nanometres ; 

- il peut ^tre cultiv6 dans des lignees permanentes 
exprimant la prot4ine T4 ; 

- il n'est pas infectieux pour les lymphocytes T8 j 

- les lysats de ce virus contiennent une protiine p26 qui 
ne croise pas immunologiquement avec la prot6ine p24 du 
virus HTLV-1 ou du virus HTLV-2 ; 

- ces lysats contiennent en outre une prot6ine pi 6 qui 
n'est pas reconnue immunologiquement par la prot6ine pi 9 
de HTLV-1 ou de HTL7-2 dans des essais de radioimmuno- 
pr6cipitation ; 

- ils contiennent en outre une glycoproteine d'enveloppe 
ayant un poids moleculaire de I'ordre de 130.000-140.000 
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qui ne croise pas immunologiquement avec la gp110 du 
retrovirus HIV-1 ; 

- ces lysats contiennent encore une molecule, marquable 
35 

par la S-cysteine, ayant un poids molficulaire apparent 
de I'ordre de 36,000 ; 

I'ARN g^nomique de HIV-2 n'hybride ni avec I'ARN g^- 
nomique, ni avec le g^ne env . ni avec les LTR de HIV-1 de 
HIV-1 dans des conditions stringentes ; 

I'ARN g^nomique de HIV-2 hybride faibleraent dans des 
conditions non stringentes avec des sequences de nucleo- 
tides de la region g^g du genome de HIV-1. 

3 - Retrovirus selon la revendication 2, carac- 
terise en ce que des lysats de ce retrovirus contiennent 
^galement une molecule ayant un poids moleculaire apparent 
de I'ordre de 42.000-45.000. 

4 - Retrovirus selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 a 3, caract6ris6 en ce que la sequence com- 
prenant la region R et la region U3 de la sequence com- 
prenant son ARN g^noinique contient une sSquencie nucleoti- 
dique en correspondance avec la sequence de nucleotides : 



GTGGAAGGCGAGACTGAAAGOUlGAGaUTACQlTTTAGTTAAAGGAC^ 

GAACAfCTATACTTGGTCAGGGC^ 

ACTGCAGaSAOTOTCCA^ 



.^CCAGC^CIIGGCCGGTGC^ 

•ACCTTCCTTAATAAW^^ ^^^^ 
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5 - Retrovirus selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 d 4, caracteris6 en ce que son ARN g^nomique 
contient une sequence saa en correspondance avec la 
sequence de nucleotides : 

GAGRODD ■ 



ATGGGCGCGAGAAACTCCGTUXXGAGAGGUAAAAAAGCAGATGAA. 

TTAGAAA6AATCAGGTTACGGCCCGGCGGAAAGAAAAAGTACAGG 

CTAAAACATATTGTGTGGGCAGCGAATAAATTGGACAGATTCGGA 

TTAGCAGAGAGCCTGTTGGAGTCAAAAGACffGTTGICAAAAAATT 
* . * 

CTTACAGTTTTAGATCCAATGGTACCGACAGGTTCAGAAAAIXXA 

200 , . 

AAAAGTCtTTTTAATACTGTCTGCGTCATTTCGTGCAIACACGCA- 

; 

6AAGAGAAAGTGAAAGATACTGAAGGAGCAAAACAAATAGTGCGG 

. 300 

AGACATCTAGTGGCAGAAACAGGAACIGCA6AGAAAAXGCCAAGC 

acaagtagaccaacagcaccatctagcgagaagggaggaaattac 
ccagtgcaacatgtaggcggcaactacacccatataccgctgagx 
ccccgaaccctaaatgcctgggtaaaattagtagaggaaaaaaag 

"JJJGGCAGAAGTAGTGCCAG6ATXTCAGGCACTCTCAGAAGGC 

TGCACGCCCTATGATATCAACCAAATGCTTAAXXGTGTGGGCGAC 

CATCAAGCAGCCATGCAGATAATCAGGGAGATXATCAATGAGGAA 
• . 600 ... 

6CAGCAGAAIGGGAIGT6CAACATCCAATACCAGGCCCCTTACCA 

6CGGGGCA6CTTAGAGAGCCAAGCGGATCTGACATAGCAGGGACA 

.700 

ACAA6CACAGTAGAAGAACAGATCCAGTGGAIGTTTAG6CCACAA 

FEUfLLP nc oifmmw^. ■ - — 
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AATCCTCTACCAGTAGGAAACATCTATAGAAGATGGATCCAGAtA 
• ' - • 800 , 

GGATTGCAGAAGTGTGTCAGGATGTACAACCCCACCAACATCCTA 



GACATAAAACAGGCACCAAAGGAGCCGTTCCAAAGCTATGTAGAT 

• . • • • 900 

AGATTCTACAAAAGCTTGAGGGCAGAACAAACAGATCCAGCAGTC 

* * • * ' • • • • 

AAGAATTGGATGAqCCAAACACTGCTAGTACAAAATGCCAACCCA 



<JACTGTAAAXXAGTCCTAAAAGGACTAGGGATGAACCCTACCTTA 
lOQO 



r 



GAAGAGATCCTGACCGCCTGTCAGGGGGTAGGT6GGCCAGGCCAC 



AAAGCTAGATTAATGGCAGAGGCCCTGAAAGAGGTCATAGGACCI 
UOO . . 

GCCCCIATCCCAITCGCAGCAGCCCAGCAGAGAAAGGCATITAAA 



TGCTGGAACTGTCGAAAGGAAGGGCACTCGUuAAGACAATGCCCA 

1200 

6CACCTAGAAGGCAGGGCT6CICGAAGTGT6GTAAGCCAGGACAC 



ATCAICACAAACTGCCCAGATAGACAGGCAGGTTTTTTA6GACTC 

1300 

GGCCCTTGGGGAAAGAAGCCCCGCAACTTCCCCGTGGCCCAAGTT 
CCGCAGGGGCTGACACCAACAGCACCCCCAGTGGATCCAGCAGX6 



GAT C TA C TG GAG AAAXAT AT G C AG C AA6GG AAAAGA C AG AG AGA6 
lAOO .. . . 

GAGAGAGAGAGACCATACAAGGAAGIGACAGAGGACTTACTGCAC 
* .. * • • 

CTCGA6CA6CGG6A0ACACCATACAG6GA6CCACCAACAGAGCAC 
TTGCTGCACCTCAATTCTCTCTTTGGAAAAGACCAC 
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6 - Retrovirus selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 d 5, caract^rise en ce que son ARN genomique 
contient une sequence ^XL^ en correspondance avec la 
sequence de nucleotides 

EKVRH 

/fTGATGAATCAGCTGCTTATTGCCATTTTATTAGCTAGTGCTTGC 

TTAGTATATIGCACCCAATATGTAACTGTTTTCTATGGCGTACCC 

ACGTGGAAAAAT6CAACCATTCCCCTCTTTTGTGCAACCAGAAAT 

AGGGATACTTGCGGAACCAXACAGTGCTTGCCTCACAATGATGAI 

TATCAGGAAATAACTTXGAATGTAACAGACGCTTTTGATGCATGG 

200. 

AAIAATACAGTAACAGAACAA6CAATAGAAGATCTCTGGCATCTA 

TTCGAGACATCAATAAAACCATGTGTCAAACTAACACCTTTATGT 

3O0 

6TAGCAATGAAAIGCACCAGCACAGAGAGCAGCACAGGGAACAAC 

ACAACCTCAAAGAGCACAAGCACAACCACAACCACACCCACAGAC 

.400 

CAGGAGCAAGAGATAA6TGAGGATACTCCATGCGCACGCGCAGAC 

AACTGCTCAGGATTGGGAGA6GAA6AAACGATCAATTGCCAGITC 

AATATGACAGGATTAGAAAGAGATAAGAAAAAACAGTATAATCAA 

ACATGGTACTCAAAA6ATGTGGXTI6TGAGACAAATAATAGCACA 

AATCAGACCCAGTGTTACAT6AACCATTGCAACACATCAGTCATC 
.600 

ACAGAATCATGTGACAAGCACTATXGGGATGCTATAAGGTTTAGA 

XACIGICCACCACCCGGXXAXGCCCXAXXAAGAICXAAIGAXACC 

700 

AAXXAIXCAG6CXXIGCACCCAACXGXICXAAACXAGTAGCXICI 
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ACATGCACCAGGATGATGGAAAC6CAAACTZCCACATGGTTT66C 
• • . 800 , 

XTTAATGGCACTAGACCAGAGAATAGAACATATAICTAtTGGCAT 



GGCAGAGATAATAGAACTAICATCACCTTAAACAAATATTATAAI 
• • ' . . 900 

C TCAG ITT 6C ATTGTAA6A66CCA6 GGAATAAGACA6TGAAACAA 
• ? • • 

ATAAI6CTTATGTCA66ACAT6T6TTTCACTCCCACTACCA6CC6 



ATCAATAAAAGACCCA6ACAAGCATG6T6CTGGTTCAAA66CAAA 
1000 . . i 

TG6AAAGACGCCATGCA6GAGGTGAA6ACCCTTGCAAAACATCCC 



AGGTATAGAGGAACCAATGACACA&GGAATATTA6CTTTGCA6C6 
1100 

CCA6GAAAAGGCTCAGACCCAGAA6TA6CATACATGTGGACTAAC 



XGCAGA66AGAGTTTCTCTACTGCAACATGACTTGGTTCCTCAAT 

. . 1200 

TGGATA6AGAATAAGACACACCGCAATTATGCACCGTGCCATATA 



AAG C AA AT AAITAA C AC AT 6G C ATA AG6 TAG GGA GAAATG TAT AT 

1300 

TTGCCTCCCAGCGAA6GGGAGCTGTCCTGCAACTCAACAGTAACC 
• • • • ' • 

AGCATAATTGCTAACATTGACTGGCAAAACAATAATCAGACAAAC 



ATTACCTTTAGTGCAGA66T6GCAGAACTATACAGATTGGAGTTG 
1400 . .. 

GGAGATTATAAATTCGTAGAAATAACACCAATTG6CTTCGCACCX 
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ACAAAAGAAAAAAGATACTCCTCTGCTCACGGGAGACATACAAGA 
1500' 

GGTGTGTTCGTGCTAGGGTTCTTGGGTTTTCTCGCAACAGCAGGI 



TCTGCAATGGGCGCTCGAGCGTCCCTGACCGTGTCGGCTCA6TCC 

1600 

CGGACTTTACTGGCCGGGATAGTGCAGCAACAGCAACAGCTGTTC 



GACGTGGTCAAGAGACAACAAGAACTGTTGCGACTGACCGTCTGC 

1700 

GGAACGAAAAACCTCCAGGCAAGAGXCACTGCTATAGAGAAGTAC 



CTACAGGACCAGGCGCGGCTAAATTCATGGGGATGTGCGTTTAGA 
• ■ • • . 1800 

CAAGTCTGCCACACTACTGTACCATGGGTTAATGATTCCTTAGCA 
• • • ^ . 

CCTGACTGGGACAAXATGACGTGGCAGGAATGGGAAAAACAAGTC 



CGCTACCTGGAGGCAAATATCAGTAAAAGXIXAGAACAGGCACAA 
1900 

attcagcaagagaAaaataigtatgaactacaaaaattaaatagc 



TGGGATATTTTTGGCAATTGGTTTGACTTAACCTCCTGGGTCAAG 
2000 

TATATTCAATATGGAGTGCTTATAATAGTAGCAGTAATACCTTTA 



AGAATAGTGATATATGTAGTACAAATGTTAAGTAGGCTTAGAAA6 

2100 

GGCTATAGCCCTGTTTTCTCTTCCCCCCCCGGTTATATCCAACAG 
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ATCCATATCCACAAGGACCGGGGACAGCCAGCCAACGAAGAAACA 

2200 

GAAGAAGACGGTGGAAGCAACGGTGGAGACAGATACTGGCCCTGC 
CCGATAGCATATATACATTTCCTGATCCGCCAGCTGATTCGCCTC 



TTGACCAGACTATACAGCATCTGCAGGCACTTACTATCCAGGAGC 
TTCCTGACUCTCCAACTCATCTACCAGAATCTCAGAGACTGGCTG 



AGACTTAGAACAGCCTTCTTGCAATATGGGXGCGAGTGGATCCAA 
2400 

GAAGCATTCCAGGCCGCCGCGAGGGCTACAAGAGAGACTCTTGCG 



GGCGCGTGCAGGGGCTTGTGGAGGGTATTGGAACGAATCGGGAGG 

2500 

GGAAXACTCGCGGTTCCAAGAAGGATCAGACAGGGAGCAGAAATC 



GCCCTCCTGTGAGGGACGGCAGTATCAGCAGGGAGACTTTATGAA 

• 2600 « 

TACTCCATGGAAGGACCCAGCAGCAGAAAGGGAGAAAAATTTGTA 
* • • • 

CAGGCAAC^vAAATATGGA 
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7 - Retrovirus selon I'une quelconque des re- 
vendications 1 a 6, caracterise en ce que, pratiquement, 
son ARN n'hybride, ni avec le gene env et le LTR qui le 
jouxte, plus particulierement avec la sequence de nucleo- 
tides 5290-9130. de HIV-1, ni avec des sequences de la 
region ml du genome de HIV-1, en particulier avec la 
sequence de nucleotides 2170-2240. 

8 - Composition contenant au moins un antigene, 
notamment une proteine ou une glycoproteine du retrovirus 
HIV-2, selon I'une quelconque des revendications 1^7. 

9 - Composition selon la revendication 8, carac- 
terisee en ce qu'elle consiste en un extrait total ou en 
un lysat du susdit retrovirus. 

10 - Composition selon la revendication 8, carac- 
terisee en ce que I'antigdne consiste en au moins I'une 
des proteines internes du noyau (core) du susdit virus, 
notamment p12, p16 et p26, ayant respectivement des poids 
moreculaires apparents de I'ordre de 12.000, 16.000 et 
26.000. 

11 - Composition selon la revendication 8, carac- 
teris^e en ce qu'elle contient une glycoproteine, gp140 
ayant un poids mol^culaire apparent de I'ordre de 130.000 
A 140.000. 

12 - Antigene qui ne produit qu'une seule bande en 
electrophordse sur gel de polyacrylamide, caracterise en 
ce qu'il comporte, en commun avec I'un des antigenes 
purifies du retrovirus HIV-2, un epitope reconnu par le 
serum d'un porteur d'anticorps centre le virus HIv-2. 

13 - Antigene purifie ayant les caracteristiques 
immunologiques de I'une des proteines ou glycoproteines 
suivantes de HIV-2 : p12. p16, p26, p36, p42 et gp140. 
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14 - Antigene selon la revendication 13 ayant la 
sequence d 'aminoacides ci-apres ou partie de cette se- 
quence des lors qu'elle est reconnue par des an-hicorps 
anti-p12 : 



• * 

CysTrpAsnCysGlylyfteiuffryHisSerAlaArgGlnCysArg 

1200 

A^laProArgArgGlnCljCystrpLysCy^GlyLysProGlyHi* 

IlelletXhrAsnCysFroA'spAr&GlnAlaGly.FheLettGlyLen 

1300 

GlyPxoTrpGlyLysLyaProArgAsnPheProValAlaGlnVal 



ProGlnGlyLeuXhrProThxAlaProProValAspProAlaVal 



AspL.euLeuGluLy6TyrUetGlnGlneiyLysArgGlnArgGltt 

1^00 . . . . 

GlnArgGluArgProTyrLysGluValTlirGlaAspLettLeuEis 



LeuGIuGlBGlyGluThrProTjrArgGluProProThrGluAsp 

' • rsoo ' » . . 

LeuLettlisLeuAsnSerLetxPheGlyLysAspGln 
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15 - Antiacne selon la revendication 13 ayant la 
sequence d ' aminoacides ci-apres ou une partie de cette 
sequence, des lors qu'elle est reconnue par des anticorps 
anti-p15 ; 



HetGlyAlaArgAsaSerValleuArgGlyLysLysAlaAspGla 
LettGluArglleArgLeuArgProGlyGlyLysLyfiLysryrArg' 

LeuLysEi8lleValTrpAlaAlaA8n2.ysLeuA6pArgPheGly 

100 . . " 

LeuAlaGluSerLeaLeuGluSerLyeGluGlyCysGInLysIle 

• • • • • 

LeuThrValLeuAspProMetValProXhrClySerGluAsnLeu 

200 

LysSerLeuPheABnTlirValCysValIleTrp<;ysIleEisAla. 

GlttGluLysVaLLysAspThrGluGlyAlaLysGlnlleValArg 

3O0 » • 

ArgHisLeuValAlaGluThrGlyThrAlaGluLysHetProSer 

ThrSerArgProThrAlaProScrSerGluLysGlyGlyAsiiTyr 

400 
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16 - Antigene selon la revendication 13 ayant la 
sequence d ' aminoacides ci-apres ou une partie de cette 
sequence, des lors qu'elle est reconnue par des anticorps 
anti-p26 : 

ProValGlnHisValGljGlyAsaTyrTHrHisIleProLeuSer 
FroArgTlarLetiAsnAlaTrpValLysLeuValGluGluLjsLys* 

FheGIyAlaGluValValFroGlyPIieGlzLAlaLeuSerGluGly 

500 • • • • 

CysTbrFroTyrAspIleAsnGlnMetLeuAsnCysTalGlyAjp 

EisGlnAlaAIaHetGlnllelleAr'GlallelleAsnGluGlo 

• fi^OO . • ; • , 
AlaAlaGluTrpAspValGlnHisPrbZleProGlyProLeuFro 

. AlaGlyGlnLenArgGluProArgGlySerAspIleAlaGlyXhr 

• ♦ 700 • . - • 
TlirSerThrValGIuGlttGlaZIeGlaXrpHetPbeArsProGIa 

AsuProValProValGlyAfinlleTyxArgArglrpIleGlalla 

• * SOD • 

ClyLeuGlnLysCysValArsHetTyrAsaProtlirAsallBLett 

- • ' * 

AspIleLysGlsGlyProIysGluFxoFlieGliiSerlyrTalAsp 

• " • » -• 900 
ArgPhelyrLysSerleuArgAlaGluGlkXiirAspProAIaVal 

L^sAsaTrpHetTbxGl&ThrLettLevValGliiAsnA'laAsaPro . 

• * • . • ' • • 

AspCysLysLeiiValLenLysGlyLeuGlyHetAsnProIlirLeit 

1000 . . ' » ' ^ 

GluGluHetLeuXhrAlaCysGlaGlyValGlyGlyProGlyGla 

• • •* • . 

LysAlaArgLeuHetAlaGloAlaLeuLj^GluTallleGlyPro 

1100 ^ . 

AlaProIleProPlieAlaAlaAlaGliiGlii 
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17 - Anticrene selon la revendication 13 ayant la 
sequence d * aminoacides ci-apres, des lors qu'elle est 
reconnue par des anticorps anti-gp140 : 

ENVM 

MetMetAsnGlnLeuLeuIleAlalleLeuLeuAlaSerAlaCyt 

• • • • 

LeuValTyrCysThrGlnTyrValThrValPheTyrGlyValPro 

• • • • « 

ThrTrpLysAsnAlaThrlleProLeuPheCysAlaThrArsAsn 

100 . 

ArgAspXhrTrpGlyTbrlleGlnCysLauProAspAsnAspAsp 

• • • • 

TyrGlnGluIleThrLeuAs-nValXhrGluAlaPheAspAlaTrp 

200 

AsiiAsnThrValThrG,luGlnAlaIleGluAspValTrpHisLeu 

• • . 

PheGluTbrSerlleLysProCysValLysLeuThrProLeuCya 

300 

ValAlalletLysCysSerSerThrGluSerSerThrGlyAsnAsa 

• • • • • 

ThrThrSerLysSerThrSerThrThrThrThrTHrProThrAsp 

400 

GlnGluGlnGluIleSerGluAspThrProCysAlaArgAlaAs© 

• • • • • 

AsnCysSerGlyLeuGlyGluGluGluThrlleAsnCysGlaPhe 

• • • 

AsnlletThrGlyLeuGluArgAspLysLysLysGlnTyrAsnGltt 

500 . . \ 

ThrTrpTyrSerLysAspValValCysGluThrAsnAsnSerThr 

• • • • 

AsnGlnXhrGlnCysTyrKetAsnEisCysAsnThrSerVallle 

.600 

ThrGluSerCysAspLysEisTyrTrpAspAlalleArgPbeArg 

• ' • • t 

TyrCysAlaProProGlyTyrAlaLeuLeuArgCysAsnAspThr 

- 700 

AsnXyrSerGlyPheAlaProAanCyBSerLysValValAlaSer 
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ThrCyBThrArsMetMetGluThrGlnTbrSerThrTrpPheGly 

*• • 800 

PheAsnGlyTbrArgAlaGluAsnArsThrTyrlleTyrTrpEis 



GlyArgAspAsnArgThrllelleSerLeuAsnLysTyrTyrAsn 

900 

LeuSer-LeuEi.sCysLysArgFroGlyAsnLysIhrValLysGln 



XleHe tLeuHetSerGlylis ValPheHisSerHisTyrGlnFro 



IleAsnLysArgProArgGlnAlaTrpCysIrpPheLysGlyLyf 
1000 

TrpLysAspAlaHetGlnGluValLysThrLeuAIaLysHisPro 



AxgTyrArgGlyThrAsnAspThrArgAsnlleSerPbeAlaAIa 
1100 

FroGlyLysGlySerAspProGluValAlaTyrHetlrpThrAstt 



CysArgGlyGluPheLeuTyrCysAsnHe tlhrlrpPbeLeuAsn 

• • I2u0 « 

TrpIleGIuAsnLysTbrlisArgAsnTyrAlaProCysHisIle 



LysGlnllelleAsnTbrTrpHisLys ValGlyArgAsnValXyr 

1300 

LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsnSarTbrValTbr 



SerllelleAlaAsnlleAspTrpGlnAsnAsnAsnGlnTbrAsn ^ 

• • • • v 

IleThrPheSerAlaGluValAlaGluLeuTyrArgLeuGluLea 

1400 .... 
GlyAspTyrLysLeuValGluIleThrProIleGlyPheAlaPro 
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ThrLysGluLysArsTyrSerSerAlaHi-sGlyArgHisThrArg 

1500 . 
GlyVslPheValLeuGlyPheLeuGlyPheLeuAlaThrAlaGli 

SerAlaKecGlyAlaArgAlaSerLeuThrValSerAlaGlnSer 

1600 

ArgThrLeuLeuAlaClylleValGlnGlaGlnGlaGlnLeuLeu 

AspValValLxsArgGlnGlnGluLeuLeuArgLeuThrVa ITrp 

• • 1700 

GlyThrLysAanLeuGlaAlaArgValThrAlalleGluLysTyr 

LeuGlnAspGlaAlaArgLeuAsnSerTrpGlyCysAlaPheArg 

GlaValCysEisThrlhrValProTrpValAsnAspSerLeiAlJ 

ProAspTrpAspAsaKetThrTrpGlaGluTrpGIuLysGlaVal 

Ar sTyrLe luA 1 aAs al leS e rLy s S erLeuC iuG faAlaG A " 
1900 

IleGlaGlaGlnLysAsnMetTyrGluLeaGlnLysLeuAsaSer 

TrpAspllePheGlyAsaTrpPheAspLeuThrSerTrpValLys 
2000 

lyrlleGlnTyrGlyValLeuIlelleValAlaValHeAlaLeo 

ArglleVallleTyrValValGlaUetLeuSerArgLeuApgLys 

^, - . • • 2100 

/- ?ly^y»A'R''«>V«"iieSerSerProProGlyTyplleGlaGln 
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lleEislleEisLysAspArsGlyGlnProAlaAsnGluGluThr 

2200 

GluGluAspGlyGlySerAsnGlyGlyAspArgTyrTrpPraTrp 

• • # • • 

ProIleAlaTyrlleHisPheLeuIleArgClnLeulleArgLeu 

LeuIhrArgLeuTyrSerlleCysArgAspteoLeuSerArgSer 

2300 . . 

PheLeuThrLeuGlnLeuIleTyrGlnAsnLeoArgAspTrpLfiu 

ArgLeuArgThrAlaPheLeuGlnTyrGly'CysGluTrpIleGln 

2400 ^ • • • 

GluAlaPheGlnAlaAlaAlaArgAlaThrArgGluThrleuAla 

• • • • 

GlyAlaCysAtgGlyLeuTrpArgValLeuGluArglleGlyArg 

2500 

GlylleLeuAlaValProArgArglleArgGlnGlyAlaGluIle 

AlaLeuLeu***GlyThrAlaValSerAlaGIyArgLeuTyrGlu 

^ - * • • - * 

2600 

TyrSerMetGluGlyProSerSerArgLysCriyGluLysPheVal 

• • • • 

GlaAlaThrLysTyrGly 
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18 - Methode pour la detection in vitro de la 
presence d'anticorps anti-HIV-2 dans un liquide biolo- 
gique, tel qu'un serum, et plus particulierement pour le 
diagnostic in vitjro d'un SLA ou SIDA p^Jtentiel ou existant 
da a un retrovirus du type HIV-2, caracterise en ce que 
I'on met en contact un serum ou un autre milieu biologique 
provenant de la personne faisant I'objet du diagnostic, 
avec une composition selon I'une quelconque des revendi- 
cations 8 d 11 ou avec un antigene selon I'une quelconque 
des revendications 12 i 17, et en ce que I'on d^tecte le 
conjugue immunologique : eventuellement forme entre ces 
anticorps anti-HIV-2 et 1' antigene ou les antigenes mis en 
oeuvre. 

19 - Methode selon la revendication 18, caracte- 
rise en ce que I'on realise la detection dudit conjugue 
immunologique en faisant r^agir le conjugu^ immunologique 
Eventuellement forra4 avec un riactif marqu6 forme soit par 
des anticorps anti-imraunoglobulines humaines, soit par une 
prot^ine A bact^rienne et en ce que I'on d6tecte le com- 
Plexe form6 entre le r6actif et le susdit conjugal 
immunologique . 

20 - N^cessaire ou kit pour la detection d'anti- 
corps anti-HIV-2 dans un fluide biologique, notamment d'un 
porteur Eventual de ces anticorps, caract6ris6 en ce qu'il 
comprend : 

- une composition telle que d6finie dans I'une quelconque 
des revendications 8 4 11 ou un antigene tel que defini 
dans I'une quelconque de revendications 12 d 17, et 

- des moyens pour detecter le conjugue immunologique r6- 
sultant de la reaction immunologique entre I'antigdne et 
ledit fluide biologique. 

21 - Necessaire ou kit selon la revendication 21. 
caracterise en ce que les moyens pour detecter le conjugug 
immunologique form§ comprennent des anti-immunoglobulines 
humaines ou une proteine A et des moyens pour detecter le 
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complexe forme entre les anticorps anti-HIV-2 contenus 
dans le conjugue immunologique detecte. 

22 - Composition immunog^ne contenant une glyco- 
proteine d'enveloppe du retrovirus HIV-2, telle que la 
gp140 de ce retrovirus, ou une partie de cette glycopro- 
t^ine, en association avec un v^hicule pharmaceutiquement 
acceptable, appropri6 ^ la constitution de vaccins centre 
HIV-2, 

23 - Compos-ition selon la revendication 22, carac- 
terisee en ce qu'elle contient au raoins une partie 
immunogene d'une glycoproteine contenant une ossature 
prot^ique ayant la sequence suivante : 
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ENVRH 

UetMetAsnGlnLeuLeuIleAlalleLeuLeuAlaSerAlaCys 

• • • • 

LeuValTyrCysThrGlaTyrValThrValPheTyrGlyValPro 

• • • • , 

ThrXrpLysAsnAlaTbrlleProLeuPheCysAlaThrArgAsn 

100 , 
ArgAspIhrTrpGlyThrlleGlnCysLeuProAspAsnAspAsp 

TyrGlnGluIleXhrLeuAsnValThrGluAlaPheAspAlaTrp 

200 

AsnAsnThrValThrGluGlaAlalleGluAspValTrpHisLeu 

•••••• 

PheGluThrSerlleLysProCysValLysLeuThrProLeuCys 

300 

ValAlalletLysCysSerSerThrGluSerSerThrGlyAsnAsa 

• • • . . 

TbrThrSerLysSerThrSerThrThrThrThrThrProThrAsp 

400 

GlnGluGlnCluIleSerGluAspThrProCysAIair-gAlaAs© 

• • • • . 

AsnCysSerGlyLeuGlyGluGluGluThrlleAsnCysGinPhe 

AsaHetThrGlyLeuGluArgAspLysLysLysGlnTyrAsnGltt 

500 ... ^ 

ThrTrpTyrSerlysAspValValCysGluTbrAsnAsnSerTlir 

• • • • 

AsnGlnThrGlaCysTyrHetAsnEisCysAsnThrSerVallle 

• 600 

ThrGluSerCysAspLysEisTyrTrpAspAlalleArgPheArg 

• " • • • 

TyrCysAlaProProGlyTyrAlaLeuLeuArgCysAsnAspThr 

- 700 

AsnXyrSerGlyPheAlaProAsnCysSerLysValValAlaSer 
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ThrCysThrArsMfitMetGluIhrGlnThrSerThrTrpPheGly 

• 800 • 

PheAsaGlyThrArgAlaGluAsnArsThrTyrlleTyrTrpHii 



GlyArsAspAsnAxsThrllelleSerLeuAsnLysTyrTyrAsn 

• . • • 900 

LeuSer-LeuE-isCysLysArgProGlyAsnLysThrValLysGla 



IleHetLeuHetSerGlyHisValPheHisSerHisIyrGlnFro 



IleAsnLysArgProArgGInAlatrpCysTrpPbeLysGlyLys 
1000 

TrpLysAspAlaMetGlnGluValLysThrLeuAlaLysHisPro 



ArgTyrArgGlyThrAsnAspThrArgAsnlleSerPheAlaAla 
1100 

ProGlyLysGlySerAspProGluValAlaTyxMetTrpTbxAsn 



CysArgGlyGluPheLeuTyrCysAsnMetThrTrpPheLeuAfia 

• *• iiuO • 

TrpIleGluAsnLysThrHisArgAsnTyrAlaProCysRisIle 



LyeGlnllelleAsnThrTrpEisLysValGlyArgAsnValTyr 

1300 

LeuProProArgGluGlyGltiLeuSerCysAsnSerThrValThr 



SerllelleAlaAsnlleAspTrpGlnAsnAsnAsnGlnThrAsa 



IleThrPheSerAlaCluValAlaGluLeuTyrArgLeuGluLeu 

1^00 . . . . 

GlyAspTyrLysLeuValGluIleThrProIleGlyPheAlaPro 
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ThrLysGluLysArgTyrSerSerAlaaisGlyArgHisThrArg 

1500 . 
GlyValPbeValLeuGlyPheLeuGlyPheLeuAlaThrAlaGly 

SerAlaKecGlyAlaArgAlaSerLeuXhrValSerAlaGlnSer 

• . 1600 
ArgThrLeuLeuAlaGlylleValGlnGlnClnGlaGlnLeuLeu 

• • • • 

AspValValLxsArgGlnGlnGluLeuLeuArgLeuTbrValTrp 

^, • • • 1700 

GlyXhrLysAsnLeuGlaAlaArgValThrAlalleGluLysTyr 

LeuGlnAspGlaAlaArgLeuAsnSerlrpGlyCysAlaPheArg 

1800 

GlaValCysSisThrThrValProTrpValAsnAs-pSerLeuAla 

• • • • 

ProAspTrpAspAsaKecThrlrpGlaGluIrpGIaLysGlaVal 

ArgTyrLeuGluAlaAsalleSerLVaSerLVuGiuGiaAlaGii 
1900 

IleGlnGlaClulysAsaMetTyrGluLeuGlaLysLeuAsaSer 

• • • • , 

TrpAspIlePheGlyAsaTrpPheAspLeuThrSerTrpValLys 

2000 

TyrlleGlaTyrGlyValLeuIlelleValAlaValHeAlaLeu 

*■ 

• • • • . 

ArsIleVallleTyrValValGlnHetLeuSerArgLettArgLys 

2100 

ClylyrArRProValPheSerSerProProGlyTyrlleCluGln 
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IleEisIleEisLysAspArsGlyGlnProAlaAsnGluGluThr 

2200 

GluCluAspGlyClySerAsnGlyGlyAspArgTyrTrpProTrp 



ProIleAlaTyrlleEisPheLeuIleArgGlnLeuIleArgLeo 

• • • • 

LeuThrArgLeuTyrSerlleCysArgAspLeuLeuSerArgSer 

2300 » * , 

PheLeuThrLeuGInLeulleTyrGlnAsnLeuArgAspTrpLfitt 

• • • • 

ArgLeuArglhrAlaPheLeuGlnTyrGlyCysGlttTrpIleGln 

2400 * 

CluAlaPheGlaAlaAlaAlaArgAlalhrArgGluThrLeuAla 



GlyAlaCysArgGlyLeuTrpArgValLeuGluArglleGlyArg 

2500 . 
ClylleLeuAlaValProArgArglleArgGlnGlyAlaGlurie 



• • • » 

AlaLeuLeu***GlyTlirAlaValSerAlaGlyArgLeuTyrGlu 

• • 2600 . 

TyrSerHetGluGlyProSerSerArgLysGlyGluLysPheVal 

♦ • • • 

GlnAlaXhrLysTyrGly 
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24 - Composition immunogene selon la revendication 
22 ou la revendication 23, caracterisee en ce qu*elle est 
dosee en antigene de fagon k permettre 1 ' administration 
d*une dose unitaire de 10 a 500, notamment de 50 a 100 
microgrammes par kilogramme de corps . 

25 - Anticorps monoclonal caracterise par sa ca- 
pacite a reconnaltre specif iquement I'un des antigenes 
conformes a I'une quelcongue des revendications 14 d 17. 

26 - Les hybridomes secr6teurs de 1' anticorps 
monoclonal selon la revendication 25. 

27 - Acide nucleique, le ^ cas 6cheant marque, 
derive d'une partie au moins de. I'ARN du virus HIV-2 ou de 
I'un de ses variants. 

28 - Acide nucleique selon la revendication 27, 
contenant une partie au moins de I'ADNc correspondant a 
I'ARN genomique entier d'un retrovirus HIV-2. 

29 - Acide nucleique selon la revendication 27, 
caracterise en ce qu'il contient la sequence de nucleo- 
tides : 

GTGGAAGGCGAGACltlWUlGCAAGAGGiUlTA^ 

ACTGCAGGGACTTOCXJUSAAGGGG 
GAcirTGGTGGGCSAACGCCT^ 
CATOCn?AOTCAGTCGCICr^ 
GATCTCTCCAGCACTAGACGGATGA^^ 
.CCACaCTMGCCGGIGCTaKAGW^ 
. • ACCTTCCTTAATAAA^^ -"^itwuwi 



FEUILLE DE REWPLACEWIENT 



wo 87/04459 PCT/FR87/0002S 



92 

30 - Acide nucleique selon la revendication 27, 
carac-terise en ce qu'il contient une sequence nucleoti- 
dique codant pour une partie au moins de la sequence 
d ' aminoacides indiquee ci-apres : 

GAGRODII 



HetGlyAlaArgAsaSerValLeuArsGIyLysLysAlaAspGla 

LeuGluArglleArgLeuArgFroGljGlyLysLysLysTyrArg 

• * • • • . • 

LeuLysEisIleVallrpAlaAlaAsxiLysLeuAspArsPlieGIy 

100 • .... 

LeuAlaGluSerLeuLeuGluSerL/sGIuGlyCysGlaLysIle 

w 

• • • «^ • • 

LeuThrValLeuAspFroMetValBroXhrGlySerGluAsnLea 

200 ♦ . 

LysSerLeuPheAsnThrValCysVallleTrpCysIleHisAla 

GluGluLysValLysAspThrGluGlyAlaLysGlnlleValAxg 

300 

ArgHisLeuValAlaGluThrGlyThrAlaGluLysHetProSer 

• • • . • . • 
TbrSerArgProThrAlaProSerSerGluLysGlyGlyAsaTyr 

' . 400 

ProValGlnHisValGlyGlyAsnTyrThrHisIleProLeuSer 

" - ' - - 

• . • . * • • • 
ProArgXhrLeuAsnAlaTrpValLysLeuValGluGluLysLys 

• • • • 

PheGlyAlaGluValValProGlyPheGlnAlaLeuSerGluGly 

500 

CysThrProTyrAspIleAssGlnUeCLeuAsaCysValGlyAsp 

HisGlnAlaAlaHetGlttllelleAr^GlallelleAsnGluGlu 
600 

AIaAla6IuTrpAsp7al6IaHisProIlePTo6Iy?roLeuPro 



AlaGlyGlnT-eaArgGluProArsGlySerAspZleAlaGIyThr 

709 

ThrSerThrValGlttGluGlnlleGlnXrpHetPheArgProGla 

FEUILLE DE REMPLACEMENT 



wo 87/04459 PCT/FR87/0002S 



93 



AsnProValProValGlyAsnlleTjrArgAcgTrpZleGTaZle' 

• 800 • 

GlyLeuGInLysCysValArgMetTyrAsnProThrAsalleLeu 



AspIleLysGIaGlyProLysGluFroPheGlnSerTyrVa lAsp 

• 900 

ArgPheXyrLysSerLeuArgAlaGluGlnThrAspProAlaVal 



LysAsuTrplIetlbrGInThrLeuLeuValGlnAsnAlaAsaPro 



AspCysLysLeuValLeuLysGlyLeuGlyHetAsnProThrLeu 
1000 

GluGluHetLeuTbrAlaCysGInGIy ValGlyGIyProGlyGIn 



LysAlaArgLeuMetAIaGluAIaLeuLysGluVallleGlyPro 
1100 

AlaProIleProPheAlaAlaAlaGlaGlnArgLysAlaPheLys 



CysXrpAsnCysGlyLysGluGlyHisSerAlaArgGlnCysArg 

1200 

AlaProArgArgGliiGlyCysTrpLysCy.sGIyLysProGlyHis 



IleMetThrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPheLeuGlyLeu 

1300 

GlyProTrpGlyLysLysProArgAsnPheProValAlaGlnVal 



ProGInGlyLeuThrProThrAlaProProValAspProAlaVal 



AspLeuLeuGluLysTyrlletGlnGlnGlyLysArgGlnArgGlu 

1400 . . . 

GlnArgGluArgProTyrLysGluValThrGluAspLeuLeuHis 



LeuGluGlnGlyGluThrProTyrArgGluProProXhrGluAsp 

rsoo 

LeuLeuHisLeuAsnSerLeuPheGlyLysAspGln 
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31 - Acide nucl§ique selon la revendication 27, 
caract6ris6 en ce qu'il contient une sequence nucleoti- 
dique codant pour une partie au moins de la sequence 
d 'aminoacides indiquee ci-apr6s ; 



j/lrgLysAlaPheLys 



CysTrpAsnCyVGlyLysGlVGlyHisSrer'AlaArgGlaCysArg 

1200 

AlaProArgArgGlnGlyCysTrpLysCy-sGlyLysProGlyHis 

• • * • • •• . 
IlelletThrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPheLeuGlyLeu 

1300 

GlyProTrpGlyLysLysProArgA.snPheProValAlaGlTi7al 

• • ♦ • • 

ProGluGlyLeuThrProThrAlaProProValAspProAlaVal 

* • • . 

AspLeuLeuGluLysTyrMetGlnGlnGlyLysArsGlnArgGlu 

GlnArgGlttArgProTyrLysGluValThrGluAspLeuLeuHis 

• • • • 

LeuCluGlnGlyGluThrProTyxArgGluProProThrGluAsp 

- . rsoo 

LeuLeuflisLeuAsnSerLettPheGlyLysAspGla 



30 



35 
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32 - Acide nucleique selon la revendication 27, 
caracteris^ en ce qu'il contient une sequence nucleoti- 
dique codant pour une partie au moins de la sequence 
d ' aminoacides indiquee ci-apres : 

5 

HecGlyAIaArgAsziSerValLeuArs^Slyl'ysLysAIaAspGlu 

• ••*.'•---• • 

LeuGluArglleArgLeuArgProGljGljLysLysLysIyrArg 

10 • ' 

LeuLysHisIIeValTrpAlaAlaAsalijsLeuAspArgFheGIy 

100 • ■ . • 

LeuAlaGluSerLeuLeuGluSerLysGluGlyCysGInLysIIe 

• • • * * . 

15 LeaThr7alLeuAspProMet7alFroThrGl7Ser61uAsnLeo 

200 . . 

LysSerLeuPheAsnThrValCysVallleTrp-CysIIellisAla 



20 



25 



GluGluLysValLysAspThrGluGlyAlaLysGInlleValArg 

300 

ArgHisLeuValAlaGluIhrGlyThrAIaGlaLysMetProSer 



ThrSerArgFroIhrAIaFroSerSexGluLysGlyGlyAsaTyT 
. . * . 400 



30 



35 
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33 - Acide nucleique selon la revendication 27, 
caracteris^ en ce qu'il contieixt une sequence nucl^oti- 
dique codant pour une part.ie an moins de la sequence 
d ' aminoacides indiquee ci-apres : 

FroValGInHisValGIyGlyAsaZyrXhrEisIleProLeuSer 
ProArgTlirLeuAsnAlaTrpValLysLeuValGluCluLysLys* 

r * • • • 

FheGlyAlaGluValValFroGlyPheGlaAlaLeuSerGluGly 

500 • • • • 

CysXbrProTyrAspIleAsnGl&IIetLeuAsnCysTalGlyAsp 

EisGlnAlaAlaHecGlnllelleAr'GlallelleAsnGluGIa 

• 600 • • 

AlaAlaGluIrpAspValGluHisPrblleProGlyProLeuPro 

AlaGlyGlnLeuArgGluProArsGlySexAspIleAlaGlylhr 

700 . . 

ThrSerXlirValGlttGlaGlalleGliilrpSetPfaeAr^ProGla 

• - . • 

AsnProValProTalGlyAaalleZyrArsArsIrpIleGInlle*. 
GlyLeuGlnLysCysValArgHetTyrAsBProTIirAsnlleLeii 

• ■ . • ^ - •* . 

AspIleLyaGlnGIyProLysGluProPheGlttSerlyrValAsp . 

• " * • ♦ 900 

ArgPlieTyrLysSerl'euArgAlaGluGrtiXlirAspProAlaTal 

' • • * •• 

LysAs&XrpHetThrGlnThrLeuLeisValGlnAsnA'laAsnPra. 

AspCysLysLeuTalLeuLysGlyLeuGlyHetAanProXhrLea 

* • • ■ • * - . ^ 
1000 • • • 

GluGluHetLeuXhrAlaCysGlnGlyValGlyGlyProGlyGla 

• t « ' •* • - 

LysAlaArgLeunetAlaGluAlaLeixLydGluVallleGlyPro 

- 1100 . 

AlaProIleProPheAlaAlaAlaGlnGla 
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34 - Acide micleique selon la revendication 27, 
caract6ris6 en ce qu'il contient une sequence nucleoti- 
dique codant pour une partie au moins de la sequence 
d ' aminoacides indiquee ci-apres : 
ERVRB 



MetMetAsaGlnLeuLeuIleAlalleLeuLeuAlaSerAlaCys 

• • • . 

LeuValTyrCysThrGlnTyrValThrValPheTyrGlyValPro 

• • • • . 

ThrTrpLysAsaAlaThrlleProLeuPheCysAlaThrArgAsn 

100 

ArgAspThrTrpClyThrlleGlnCysLeuProAspAsaAspAsp 

• • • • . 

TyrGlaGluIleThrLeuAsaValThrGIuAlaPheAspAlaTrp 

200 

AsaAsnThrValThrGluGlaAlalleGluAspValXrpHisLeu 

• • • • . 

PheGluThrSerlleLysPzoCysValLysLeoThrProLeuCys 

300 

ValAlalletLysCysSerSerXhrGluSerSerThrGlyAsaAsn 

• • • • » 

ThrThrSerLysSerlhrSerThrThrThrlhrTlitProTlirAsp 

• • • 400 

GlnGluGlnGlttlleSerGluAspThrProCysAlaArgAlaAsp 

• • • • . 

AsnCysSerGlyLeuGlyGluGluGluThrlleAsBCvsGlnPhe 

r 

• • • » 

AsnlletThrGlyLeuGluArgAspLysLysLysGlaTyrAsaGU 

500 . . ; 

ThrTrpTyrSerLysAspValValCysGluIhrAsaAsaSerThr 

• • ♦ . 

AsBGlnThrGlaCysIyrHetAsaEisCysAsaThrSerVallle 

• . 600 

ThrGluSerCysAspLysEisTyrTrpAspAlcIleArgPheArg 

• " • • , 

TyrCysAlaPpoProGlyTyrAlaLeuLeuArgCysAsaAspThr 

- 700 

AsaTypSerGlyPheAlaProAsaCysSerLysValValAlaSer 
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ThrCysTbrArgMetMetGluThrClnThrSerThrTrpPheGly 

» . 800 

FheAsnGlyThrArgAlaGluAsziArsThrTyrlleTyrTrpHis 



GlyArgAspAsnArgXhrllelleSerLeuAsnLysTyrTyrAsn 

900 

LeuSerLeuEisCysLysArgProGlyAsnLysTbrValLysGltt 



IleMetLeuMetSerGIyHifiValPheHisSerHisTyrGlBPra 



IleAsnLysArgProArgGlnAlalrpCysTrpPbeLysGlyLy* 
1000 

TrpLysAspAlaMetGlnGlttValLysTbrLeuAlaLysEisPro 



AxgTyrArgGIyTbrAsnAspThrArgAsBlleSerPheAlaAIa 
1100 

FroGlyLysGlySerAspProGloValAlaXyrHetXrpTbrAsn 



Cy sArgGlyGIuPbeLeuTyrCysAsaMetTbrlrpPbeLeuAsa 

• • I2u0 • 

TrpIleGluAsnLysTbrHisArgAsnTyrAlaProCysEisIl€ 



Ly sG InllelleAsnTbrTrpHisLysValGlyArgAsnValTyr 

1300 

LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsnS erThrValTbx 



SerllelleAlaAsnlleAspTrpGlnAsnAsnAsnGlBTbrAsa 



lleXbrPbeSerAlaGluValAlaGluLeuTyrArgLeuGluLe* 
1400 

GlyAspXyrLysLeuValGlulleXbrProIleGlyPbeAlaPr^ 
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ThrlysGluLysArgTyrSerSerAlaEisGlyArgHisThrArg 
1500 

GlyVslPheValLeuGlyPheLeuGlyPheLeuAlaThrAlaGly- 

• • • • • 

SerAlallecGlyAlaArgAlaSerLeuThrValSerAlaGlnSer 

1600 

ArgThrLeuLeuAlaGlylleValGlnG InG InGlnG InLeuLeu 



AspValValLxsArgGlnGlnGluLeuLeuArgLeuThrValTrp 

1700 

GlyThrLysAsnleuGlnAlaArgValTlirAlalleGluLysTyr 

• • • 

LeuGlnAspGluAlaArgLeuAscSerlrpGlyCysAlaFbeArg 

• • • 1800 

GlnValCysHisThrThrValProTrpValAstiAspSerLeuAla 

• • • • 

ProAspTrpAspAsnMetThrTrpGlnGluIrpGluLysGlnVal 

.*..-..*..«. • • • 

ArgTyrLeuGluAlaAsnlleSerLysSerLVuGluGlnAlaGin 

1900 

IleGlsGliiGliiLysAsiiHetTyrGluLeuGl&LysLeuAsnSer 

• • * • • , 

TrpAspllePheGlyAsnTrpPheAspLeuThrSerTrpValLys 

2000 

TyrlleGlnTyrGlyValLeuIlelleValAlaVallleAlaLeu 

• • • • • 

ArglleVallleTyrValValGlnlletleuSerArgLeuArgLys 

2100 

GlyTyrArxProValPheSerSerProProClyTyrlleGlnGln 
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IleEisIleEisLysAspArsGlyGlnProAlaAsnGluGluTbr 

2200 

GluGluAspGlyGlySerAsuGlyGlyAspArsTyrTrpProTrp 



ProIleAlaTyrlleHisPheLeuIleArgGlnLeuIleArgLeu 



LeuThrArgLeuTyrSerlleCysArgAspLeaLeuSerArgSer 

2300 » • » • 

PheLeuTbrLeuGlnLeuIleTyrGlnAsnLeaArgAspTrpLea 



ArgLeuArgThrAlaPheLeuGlnlyrGlyCysGluTrpIleGln 
2400 

GIuAlaPheGlaAlaAlaAlaArgAlaThrArgGluThrleuAla 



ClyAlaCysArgGlyLeuTrpArgValLeuGlttArglleGlyArg 

2500 

GlylleLeuAlaValProArgArglleArgGlnGlyAlaGluIle 



AlaLeuLeu***GlyTbrAlaValSerAla61yArgLeuTyrG In 

2600 

TyrSerHetGluGlyProSerSerAxgLysGlyGluLysPheVal 



GlnAlaTbrLysTyrGly 
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35 - Acide nucleique selon l*une quelcongue des 
revendications 28 a 34, caracterise en ce qu'il est forme 
d'un acide nucleique recombinant, comprenant un acide 
nucleique provenant d'un vecteur, dans lequel le susdit 
ADNc ou partie d'ADNc se trouve insere. 

36 - Acide nucleique recombinant selon la reven- 
dication 35, caracterise en ce qu*il est marque. 

37 - Procede de detection d'un retrovirus HIV-2 ou 
de son ARN dans un liquide ou tissu biologique, notamment 
en vue du diagnostic ij\ vitro chez I'homme de la potentia- 
lity ou de 1' existence d'un SLA ou d*un SIDA, caracterise 
par la mise en contact des acides nucleiques contenus dans 
ce liquide ou tissu biologique avec une sonde contenant un 
acide nucleique selon l*une quelcongue des revendications 
28 a 36 dans des conditions d* hybridation stringentes, 
pendant le temps n^cessaire i la realisation de cette 
hybridation, le lavage de I'hybride forme, avec une 
solution assurant la conservation de ces conditions 
stringentes, et la detection de I'hybride forme. 

38 - Precede de production d'un retrovirus HIV-2, 
caracteris6 par la culture dans des lymphocytes T4 humains 
ou dans des lign^es cellulaires permanentes d6riv6es de 
lymphocytes T4 et portant le phenotype T4, ces lymphocytes 
ou ces lignees ayant prealablement ete infect^s avec un 
isolat de virus HIV-2, et notamment lorsque le niveau 
d' activity de la transcriptase inverse (ou reverse-trans- 
criptase) a atteint un seuil determine, par la recupera- 
tion et la purification de quantites de virus liberies 
dans le milieu de culture de ces lymphocytes ou lignees, 
notamment par centrifugation dif f erentielle dans un gra- 
dient de sucrose ou de m6trizamide. 

39 - Procede pour la production d'antigSnes spe- 
cif iques de HIV-2, retrovirus caracterise par la lyse, 
notamment A I'aide de detergents, tels que le SDS (par 
exemple SDS a 0, 1 % dans un tampon RIPA) et la recupera- 
tion du lysat contenant lesdits antigdnes. 
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40 - Precede de fabrication de l*une des proteines 
sus-definies (p12, p16 ou p26) ou d'une proteine ayant la 
structure de gp140, ou de parties determin6es de ces pro- 
teines, ce precede dtant caracterise par 1' insertion de la 
sequence d'acide nucleique correspondante dans un vecteur 
susceptible de transformer un hdte cellulaire choisi et de 
permettre 1' expression d*un ins6rat contenu dans ce vec- 
teur, par la transformation de cet hdte choisi par ledit 
vecteur contenant ladite sequence nucleique, par la cul- 
ture de I'hdte cellulaire trans forme et par la recupe- 
ration et la purification de la proteine exprimee. 

41 - Precede de production d'une sonde d* hybrida- 
tion pour la detection d'un ARN de retrovirus HIVr2, ca- 
racterise par 1' insertion d'une sequence d'ADN, notamxnent 
selon I'une quelconque des revendications 27 35 dans un 
vecteur de clonage par recombinaison in vitro . par le 
clonage du vecteur modifie obtenu dans un li6te cellulaire 
competent et par la recuperation des ADN-recombinants 
obtenus , 
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